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Résumé

L’objectif de notre étude est basé sur 1’extraction d’un bio polymére a partir
des carapaces de crevette rouge (de la région méditerranéenne). La déminéralisation,
déprotéinisation, décoloration et enfin une désacétylation nous ont permet d’obtenir
du chitosane.

Le produit obtenu a été caractérisé par diffraction des rayons X (DRX), la
microscopie a balayage électronique (MEB) ainsi que I’analyse de son activité micro
biologique. On a obtenu un (DDA) de 93 % et sa solubilit¢ a une trés faible
concentration d’acide acétique.

Dans le cadre de développement d’une suspension médicamenteuse a
libération prolongée. La formulation a été effectué ont tenant compte de deux
polysaccarides, le premier est de 1’alginate de sodium commerciale et le deuxiéme est
le chitosane extrait & partir de la carapace de crevette.

Une étude préliminaire de la suspension sous ’effet de chitosane afin de
mettre en évidence les caractéristiques rhéologiques et de stabilités ont été réalisé.

Afin de minimiser le nombre d’essais la méthode des plans d’expérience a été adoptée



pour obtenir les meilleures estimations possibles. La plupart des suspensions obtenue

présentent une bonne stabilité.

Abstract

The aim of this study is based on the extraction of a polymeric bio starting from the
red shrimp carapaces (of the Mediterranean area). Demineralization, deproteinisation,
discoloration and finally a desacetylation have enables to us to obtain chitosane.

The product obtained was characterized by diffraction of x-rays (DRX), the electronic
scanning microscopy (MEB) as well as the analysis of its biological micro activity.
We obtained one (DDA) of 93% and his solubility with a very low concentration of
acetic acid.

Within the framework of development of a medicamentous suspension with
prolonged release. The formulation was carried out have taking account of two
polysaccarides, first is sodium alginate commercial and the second is the chitosane
extracted starting from the shrimp carapace.

A preliminary study of the suspension under the effect of chitosane in order to
highlight the rheological characteristics and of stabilities was carried out. In order to
minimize the number of tests the method of the experimental designs was adopted to
obtain the best possible estimation. The majority of the obtained suspensions have a

good stability.
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INTRODUCTION GENERALE

La voie orale d'administration des médicaments, étant le moins colteux et la plus
slre que d'autres itinéraires, est considérée comme la plus pratique de I'administration du
médicament. Les formes posologiques orale comprennent conventionnelles et les
produits a libération prolongée. Toutefois, la formulation a libération prolongée Orale
présente de nombreux avantages par rapport aux formes posologiques conventionnelles.
IIs n'ont été prouvés a augmenter l'observance des patients, réduire les effets indésirables,
d'améliorer la tolérance, d'accroitre l'avantage thérapeutique et de réduire les colts des
soins de santé.

L’utilisation de la technologie de la libération contrdlée dans la formulation
pharmaceutique de nouveaux produits devient de plus en plus importante. La libération
contrdlée de principe actif implique 1’application des domaines de la chimie physique.
En effet, il s’agit de concevoir des formes galéniques correctement caractérisées et
reproductibles, qui contrdlent I’entrée du principe actif dans 1’organisme selon les
caractéristiques du profil exigé de la délivrance du médicament.

L’objectif ce travail, est de mettre au point une suspension médicamenteuse a
base de Principe Actif et dont la libération du PA est prolongée. Le mécanisme de cette
libération est basé sur une gélification de la matrice in situ, par complexation des
macromolécules de 1’Alginate de sodium par une source de cations divalents de
Chitosane qui sont libérés dans le milieu acide de I’estomac.

Cette ¢tude consiste a la réalisation d’une caractérisation de la suspension de
référence, suivie d’une étude préliminaire sur I’effet du chitosane sur les caractéristiques
rhéologiques, bio pharmaceutiques et stabilisante des suspensions préparées. Finalisant
par une étude d’optimisation de la formule en s’appuyant sur la planification statistique
et en faisant varier les concentrations de 1’Alginate de sodium ainsi que le Chitosane
I’intervalle de variation de sa concentration a été déja cerné lors de I’étude préliminaire
Le travail qui a fait I’objectif de ce mémoire est organisé en deux parties :

» La premiere partie consiste en une synthese bibliographique, dans laquelle est
rassemblée des informations scientifiques et des notions sur les suspensions
médicamenteuse d’une maniére générale, ainsi que des généralités a-propos de

I’estomac et les polymeres utilisés.



» La deuxiéme partie consiste a 1’étude expérimentale, les différentes méthodes
ont utilisées pour la cratérisation des polymeéres utilisées dans la formulation de
notre suspension ainsi des tests de rhéologie et de stabilité sur la suspension.
Enfin, nous terminons le travail par une conclusion des travaux obtenus suivis des

perspectives.



CHAPITRE OL

MEDICAMENTS ET
SUSPENSIONS



Introduction

Les médicaments existent sous différentes formes pharmaceutiques, 1’une des
formes les plus courantes sur laquelle sont présentées un nombre important de
substances médicamenteuses sont les systemes dispersés ou figurent les suspensions,
qui est une forme plus au moins difficile a mettre en ceuvre, vue les formes
d’instabilité qui peuvent présenter.
Dans ce chapitre nous allons exposer en premier temps les différents types de
médicament ainsi que les propriétés des systéemes dispersés, des suspensions, les

méthodes des systemes matriciels utilisés pour la formulation des suspensions.

1.1. Définition du médicament :

On entend par médicament toute substance ou composition présentée comme
possedant des propriétés curatives ou préventives a I'égard des maladies humaines ou
animales, ainsi que tout produit pouvant étre administré a I'nomme ou a I'animal, en
vue d'établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs
fonctions organiques[1].

Un médicament agit par l'intermédiaire d'un ou plusieurs constituants appelés
principes actifs (substances réellement actives), qui sont associées a des excipients
(substances non actives qui permettent la préparation et l'administration du

médicament).

1.2. Origine des médicaments :
L’origine des médicaments peut étre :
e Végétal : extraction des huiles a partir des plantes.
e Animal : extraction des hormones polypeptidique a partir du sang
humain (insuline).
e Synthétique : par synthese directe ou par hémi-synthése (certaines
pénicillines).

e Biologique : domaine du génie genétique [2].

1.3. Composition d’un médicament :
Un meédicament est composé principalement d’un ou plusieurs principes actifs et

d’excipients.



e Principe actif : C’est un composé chimique, d’origine organique ou minérale
qui confére au médicament son activité thérapeutique.

e Excipient : désigne toute substance autre que le principe actif, présent dans un
médicament ou utilisé pour sa fabrication, Son addition est destinée a conférer
une consistance donnée, ou d'autres caractéristiques physiques ou gustatives
(gout) particuliéres, au produit final, tout en évitant toute interaction,
particulierement chimique, avec le principe actif. Un excipient n'est donc pas
défini par une composition chimique particuliere mais par son utilisation, qui
découle de ses propriétés physico-chimiques qui le rendent apte a remplir son

role d'excipient. Sans excipient, pas de médicament [3].

1.4. Le devenir du médicament dans I’organisme :

L’étude du devenir du médicament dans I’organisme en fonction du temps est
appelée la pharmacocinétique, c’est la vitesse a laquelle la substance active du
médicament va étre absorbée, distribuée dans I'organisme, métabolisée (transformée),
puis éliminée de l'organisme. Elle conditionne la méthode de prise : orale (par la
bouche), intraveineuse ...etc, le nombre quotidien de prises, leur horaire, la dose
journaliere (quotidienne). Par opposition a la pharmacodynamique qui est I'étude de

l'effet des médicaments sur l'organisme (1’étude de son action sur I’organisme) [4].

1.5. Action des medicaments :

Certains médicaments apportent des substances de substitution (sels minéraux,
hormones, vitamine D contre le rachitisme, insuline contre le diabete sucré) et
soignent les maladies de carence, c'est-a-dire les maladies dues a l'absence ou a
I'insuffisance de ces substances.

Les médicaments anti-infectieux inhibent la reproduction des microbes ou les
tuent (antiseptiques, antibiotiques). D'autres medicaments détruisent les cellules
anormales, telles les cellules cancéreuses (antinéoplasiques).

Indépendamment de leur but, tous les médicaments n‘agissent pas dans les
mémes délais. Certains ont un effet tres rapide ou quasi immédiat (trinitrine contre
I'angine de poitrine, adrénaline contre la crise dasthme). D'autres, a I'opposé, ont

parfois besoin de plusieurs semaines pour atteindre leur plein effet (antidépresseurs).



1.6. Classement des médicaments par voie d’administration :

I1 existe plusieurs voies d’administration des médicaments qui, toutes ont des
avantages et des inconvénients. Lorsqu’on recherche un effet général, le médicament
est administré par voie buccale ou parentérale représenté dans le tableaul.l. Sil’on
veut obtenir un effet local, on utilise des préparations spéciales comme les collyres,

les pommades [05].

Tableau 1.1. Voies et formes d’administration des médicaments.

Voie d’administration Forme des médicaments

Voie orale Solides :

- Comprimés, granulés
- Gélules, capsules
-Poudres orales
Liquides :

-Sirops

-Ampoules

-Suspensions et solutions buvables

Voie cutanée -Pommades, pates

-Crémes, geles

Voie rectale -Les suppositoires, pommades rectale
-Suspensions et solution a usage rectale

Voie oculaire -Collyres
-Pommades ophtalmiques

Voie parentérale (1V, IM, SC) -Préparations injectables liquides

(solutions, émulsions, suspensions)[05].




e Avantages/ inconvénients de voie d’administration orale :

Les suspensions présentes parfois des avantages mais aussi des inconvénients. Le

tableaul.2 suivant donne quelques avantages et inconvénients [06].

Tableau 1.2. Avantages et inconvénients des médicaments par voie orale

AVANTAGES

INCONVENIENTS

-L’administration de médicament est aisée.

-Elle est bien acceptée par le patient.

-Les médicaments peuvent étre dégradés

par divers enzymes ou étre excrétés par
voie biliaire

-1l y a irritation du tube digestif par certains
médicaments (anti-inflammatoires,..), la

voie orale donc a éviter en cas d’ulcéere

gastroduodénal.

1.7. Les systemes disperseés :

Les systemes dispersés constitués d'au moins deux phases : la substance qui se trouve

dispersé est connue sous le nom de disperses ou interne, et une phase continue ou

externe. En se fondant sur la taille des particules de la phase dispersée, dispersions

sont généralement classées comme des dispersions moléculaires, des dispersions

colloidales, et dispersions grossiéres.

Les dispersions moléculaires ont dispersé les particules inférieures a 1 nm en taille.

Dispersions colloidales ont des tailles de particules entre 1 nm et 1 mm. Comme

présenté dans la figurel.1 microémulsions, les nanoparticules, les microspheres sont

quelques exemples des dispersions colloidales.
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Figure 1.1: Schéma représentatif d’un systéme dispersé.

Il existe alors deux types de dispersions :

1.7.1. Les émulsions :

Une émulsion est la dispersion d'un liquide en fines gouttelettes dans un autre liquide.
Ces deux liquides doivent étre non miscibles et avoir des solubilités différentes. Le
liquide sous forme de gouttelettes est appelé phase dispersée (ou discontinue), tandis
que l'autre liquide est appelé phase dispersante (ou continue). Les émulsions sont

considérées comme étant des systemes dispersés [05].

1.7.2. Les suspensions :
Une suspension est un systéme formé d’un liquide dans lequel sont immergés de
petites particules solides insolubles, ou le liquide constitue la phase continue et les

especes solides, la phase dispersee [07].

e Une phase liquide, continue, dispersante

e Une phase solide, discontinue, dispersee.

Les suspensions sont utilisées pour la voie orale, soit parce que le principe actif ne
peut étre dissout dans I’eau, soit parce que sa forme en insoluble est préférée, du fait

que sa saveur est trés désagréable lorsqu’il est solubilise [08].

1.7.2.1. Classification des suspensions :
Une classification générale des suspensions selon leurs propriétés est tres difficile, car

ces derniéres peuvent changer sur une large gamme.



Le degré de dispersion de la phase solide, I’interaction entre la phase dispersée et le
milieu de dispersion, et I’interaction entre les particules sont les critéres principaux
pour la classification des suspensions [09].
A. Selon leur mode d’administration

» Suspensions orales

» Suspensions parentérales

> Les lotions [08]
B. Selon la taille des particules de la phase dispersée
On distingue deux grandes catégories de suspensions selon les dimensions des

particules.

e Suspensions colloidales
Ce sont des suspensions translucides avec des tailles de particules inferieures a 1um.
Dans ces dispersions tres fines, le mouvement Brownien du a 1’agitation thermique a
un effet plus grand que la sédimentation sous l’effet de la gravité, donc ces
dispersions ne se séparent pas spontanément. Pour les séparer, il faut employer des
moyens physico-chimiques, qui font agréger les particules, ou bien appliquer une
accelération centrifuge tres forte [10].
e Suspensions brutes
Ce sont des suspensions laiteuses avec des tailles de particules supérieures a 1um. Les
particules de grandes tailles, dispersées dans un liquide sédimentent sous 1’effet de la
gravité. Si ’on veut conserver 1’homogénéité de la dispersion, il faut les suspendre,
soit par agitation mécanique ou par blocage des mouvements dans le liquide
(utilisation d’un gélifiant) [10].
C. Selon la Concentration en espéces solides
e Les suspensions diluées et semi-diluees ; une suspension diluée se
caractérise par une tres faible fraction volumique en especes solide.
(Solide de 2 & 10 % m/v).
e Les suspensions concentrées ; la fraction volumique en espéces solide est
environ de 50 % m/v [07].
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D. Par la nature électrostatique des particules
Ces systémes sont classés en tant que systemes réversibles ou irréversibles [10] :
e Suspension floculée
Lorsque le précipite occupe une place importante dans le flacon, avec un sumageant
limpide, la suspension est dite Floculée, elle est utilisable car une légere agitation
permet d'obtenir une suspension homogéne
e Suspension défloculée
Lorsque le précipité a un aspect compact au fond du flacon, avec un surnageant
trouble, la suspension est dite défloculée, elle est a rejeter car la remise en
suspension ne sera que partielle si on agite. Une crodte restera collée au fond du
flacon (phénoméne de caking), qui ne se remettra jamais en suspension, ce qui
implique qu'une partie de la dose du médicament est perdue. le phénomeéne de

sédimentation est représenté dans la figure 1.2.

(b)
A

‘.. —»| clear | == | clear

N

Figure 1.2 : Représentation de la sédimentation : (a) dispersion défloculee, (b)

dispersion floculée.

1.7.2.2. Avantages et inconvenients :
Les suspensions présentes parfois des avantages mais aussi des inconvénients. Le

tableau 1.3 donne quelques avantages et inconvénients de ces derniéres [11].
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Tableau 1.3. Avantages et inconvénients des suspensions

AVANTAGES INCONVENIENTS

- La suspension peut améliorer la stabilité | -1l est difficile de formuler les

chimique de certains médicaments. suspensions.

-Le médicament en suspension présent un

taux de biodisponibilité plus élevé -Une dose uniforme et précise ne peut
que étre

d’autres formes galéniques. L’ordre atteinte que si la suspension est
décroissant de la biodisponibilité ; conditionnée sous forme de doses
solution >suspension > capsule unitaires.

>comprimé enrobé.

-la suspension peut masquer le gout
désagréable de médicament -Complexité a maitriser les facteurs
régissant la stabilité physique des
suspensions, phénomenes de

sédimentations.

1.7.2.3. Les caracteristiques désirées dans les suspensions pharmaceutiques

1. Les particules en suspension ne devraient pas étre déposées rapidement et le
sédiment formé doit étre facilement remis en suspension en employant une
simple agitation.

2. Une suspension pharmaceutique devrait avoir des caractéres organoleptiques
agréables (odeur, couleur et le godt).

3. Elle devrait étre physiquement, chimiquement et microbiologiquement stable.
[11]
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1.7.2.4. Application

La suspension est généralement applicable [11]:

Lorsque le principe actif est insoluble ou peu soluble.

Pour empécher la dégradation de principe actif ou pour améliorer sa stabilite.
Pour masquer le gout amer du principe actif.

La suspension peut étre formulée pour une application parentérale, afin de
contrdler le taux d’absorption de principe actif.

Des vaccins, en tant qu’agent d’immunisation sont souvent formulés sous

forme de suspension (exemple : vaccin de choléra).

1.7.2.5. Physico-chimique des suspensions

A. Stabilité d’une suspension

La formulation d’une suspension implique des connaissances théoriques liées a la

technologie permettant d’obtenir des propriétés optimales du point de vue

pharmacologique et physico-chimique. Parmi les paramétres les plus importants qu’il

faut connaitre et qui régissent la stabilité des suspensions : la taille des particules, le

mouillage, et la sédimentation [12].

» Lataille des particules

En suspension, la taille des particules du principe actif dispersées est le facteur le

plus important permettant de gérer sa biodisponibilite. A la différence des

comprimés et des capsules, la dissolution des particules du principe actif en

suspension ainsi que leur absorption commence dés leur dilution dans les fluides

contenus dans le tube digestif. Les particules finement divisées se dissolvent a un

taux plus grand et ont des solubilités relatives plus élevées que les grosses

particules.

La taille moyenne admise pour les particules en suspension va de 1 a 50 pum. la

réduction de la taille des particules entraine une augmentation de I’air

interfaciale, cette augmentation influe sur la vitesse de dissolution du principe

actif.

Toutefois, Les particules en suspension ont tendance a s’agréger ou a

s’agglomérer pour former des objets relativement gros (figure 1.3) [12].
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Particules primaires sous différentes formes

Agrégats : constitués des particules primaires

difficilement redispersables
Agglomérats: constitués deS particules

primaires et d’agrégats (attachement)

Floculats: constitués de particules primaires

d’agglomérats et d’agrégats

Figure 1.3 : Différentes structures des particules en suspension.

Lorsque la taille des particules est au-dessous de 10 pm, 1’augmentation
de I’énergie due a la cohésion des petites particules, devient un facteur important
qui parasite la réduction de la taille. Les colloidmills (broyeurs colloidaux) et les
homogénéisateurs sont souvent employés a la fin de la préparation des
suspensions pour casser et affiner les particules qui sont mal mouillées ou celles

qui sont toujours sous forme d’agrégat ou d’agglomérat [12].

» Mouillage des particules
L’introduction des particules dans un véhicule est une phase importante de la
préparation des suspensions. Lorsque ces particules sont trés hydrophobes, elles sont
recouvertes d’une mince couche d’air, elles ne peuvent €tre mouillées par le véhicule
et auront une tendance a s’agglomérer et a flotter a la surface. On peut quelques fois
¢liminer cet air par agitation mais le plus souvent on a recours a ’addition d’un agent

mouillant [12].
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» Sédimentation des particules
La sedimentation est un phénoméne de migration des particules. Lorsque 1’effet de la
gravité est prépondérant, les particules solides dispersées ont tendance a sédimenter
[07].

e Pour un sédiment déflocule, les particules précipitent séparément du fait des
forces de répulsion qui les éloignent les unes des autres. Elles se déposent au fond du
récipient en chassant le liquide interstitiel. Il se crée alors des liaisons inter

particulaires. Le sédiment est peu volumineux et compact [13].

e Par ailleurs, pour les systémes floculés ou les barrieres d’énergie répulsives
ont été réduites, les particules se lient entre elles sous formes de flocons dans les quels
est emprisonnée une certaine quantité de liquide. Chaque flocon précipite a une
vitesse qui dépend de sa taille et de sa porosité. Le sédiment formé par I’accumulation

de flocons est tres volumineux, poreux et facile a redisperser [13].

B. Techniques de stabilisation des suspensions

> Stabilisation stérique (Ajout de Polymeéres )
Cette méthode de stabilisation consiste a ajouter de macromolécules de type non-
ionique, qui s’absorbent a [D’interface des particules solides. Ces couches
macromoléculaires agissent en créant une barriere physique qui fait augmenter la
distance entre les particules [14].

» Stabilisation électrostatique
Dans un milieu aqueux, une particule acquiert une charge électrique en surface qui
dépend de la structure de la particule, de la présence de groupements ionisables et/ou
de 1’adsorption sélective d’ions présents dans le milieu. Il apparait alors une charge
superficielle, positive ou négative selon le pH du milieu. Les ions avec une charge de
signe opposé a celle de la particule (contre-ions) vont se concentrer autour de la
surface, tandis que les ions avec la charge de méme signe (Co-ions) seront repoussés
vers D’extérieur. Lorsque deux particules, chargées se rapprochent, chacune avec sa
charge ionique, l’interpénétration des doubles couches électriques va générer un

potentiel de répulsion électrostatique. A noter que 1’ajout de sel au systéme fait
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augmenter la force ionique, ce qui restreint la double couche en réduisant la portée de

la répulsion [15].

> Stabilisation rhéologique
Il s’agit de I’incorporation d’additifs qui permettent d’augmenter la viscosité¢ de la
phase continue, tels que les polymeres viscosifiants, de maniere que les particules

dispersées soient moins mobiles et que la probabilité de choc diminue [15].

1.8. La formulation des suspensions

Formulation d'un produit pharmaceutique en suspension requiert une connaissance
des propriéetés de la phase dispersée et la dispersion moyenne. Le matériel pour la
formulation des suspensions devraient étre soigneusement sélectionné en tenant
compte de la voie d'administration, application prévue, et les effets nocifs possibles.
Les éléments suivants sont les facteurs les plus importants a prendre en considération
lors de la formulation de suspension parapharmaceutique :

e La nature des matiéres en suspension : les propriétés inter faciales de la
suspendue matériel sont un important facteur a prendre en considération lors
de la formulation d'une suspension. Les particules qui ont de faibles tensions
inter facialessont facilement mouillées par I'eau. Des particules de matériaux a
haute tension inter faciale, toutefois, ne sont pas facilement mouillées. La
suspension de ces matiéres est normalement atteinte par I'utilisation d'agents
tensio-actifs. Les surfactants accroitre la mouillabilité des particules en
réduisant leur tension superficielle.

e Taille de particules en suspension : réduction de la taille des particules
entraine une diminution du taux de sédimentation des particules en suspension
comme expliqué par la loi de Stoke. Réduction de la taille des particules peut
étre obtenue par des procédés comme le broyage, le tamisage. La taille des
particules affecte également le taux et le degré d'absorption, dissolution, et la
bio-distribution du médicament. Toutefois, la réduction de la taille des
particules au-dela d'une certaine limite peut provoquer la formation d'un

gateau compact sur la sédimentation.
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Viscosité de la dispersion moyenne : une viscosité supérieure de dispersion
moyenne offre I'avantage d'une sédimentation plus lente; cependant, elle peut
compromettre d'autres propriétés souhaitables comme seringabilité pour
suspensions parentérale, Propagation pour suspensions d'actualité, la facilité
d'administration pour suspensions orales. La propriété de la fluidification est
hautement souhaitable, afin que la suspension soit trés visqueuse pendant le
stockage et a une faible viscosité apres agitation (haute résistance au

cisaillement) afin de faciliter portabilité a la bouteille.



CHAPITRE 02

ALGINATE DE
SODUIM ET
CHITOSANE
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Introduction

Les bio-polymeéres se définissent comme étant des biomacromolécules synthétisées
par des organismes vivants. Et selon ’ADEME (Agence de ’environnement et de la
maitrise de 1’énergie), les biopolymeéres sont des polymeéres naturels issus de
ressources renouvelables de plantes, d’algues ou d’animaux.

Dans ce chapitre nous allons aborder les différentes excipients utilisés dans notre
formulation tell-que le chitosane comme veéhiculé ainsi sur le bioplolymérealginate

de sodium comme étant un complexant.

2.1. Lachitine :

La chitine est un polymere de glucose composé du monomere N-Acétyl-D-
Glucosamine. Plus précisément, ce sont des molécules de glucoses dont un
groupement N-Acétyle est attaché au carbone 2 du sucre. Les monomeres sont reliés
entre eux par des liens B1, 4 (voir figure 2.1). La chitine se retrouve rarement a 1’état
pur dans la nature. La plupart du temps, elle forme des liens faibles non-covalents
avec des protéines des organismes qui I’ont produite. La chitine est un polymére
insoluble dans les solvants organiques. Elle ne peut étre dissoute que dans des
solutions d’acides trés concentrées (environ plus de 98% pour la chitine a dans les

crustacés et entre 88%-90% pour la chitine p dans les mollusques ) [16]

CH_,OH
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Figure2.1 : Structure chimique de la chitine.

2.2. Le chitosane :

2.2.1. Définition du chitosane :

La désacétylation de la chitine par I’hydroxyde de sodium va donc permettre
d’obtenir le chitosane de formule chimique poly(B-(1—4)-2-amino-2-deoxy-D-

glucopyranose presenté dans la Figure 2.2. Le degré de désacétylation (DDA) va
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alors définir la proportion de groupements amines devant les groupements
acétyles qui constituent les chaines du chitosane. On pourra utiliser le terme de
chitosane lorsque le DDA aura dépassé 50 %, en-dessous on parle toujours de chitine.
Le chitosane est donc presque toujours un copolymeére a moins que le DDA ne soit de
100 %. [17].

— (_! r—| —
(EH Y77 oH
4 5, NH )
HO 0 ) 0 i
— w AN m
L OH OH dn

Figure2.2 : Structure chimique de chitosane.

2.3. Origine de la chitine et du chitosane :
e Origine animal :

La chitine et le chitosane sont présents au sein d'une pléiade d'organismes. Les
membranes cellulaires de certaines bactéries contiennent de la chitine. Chez d'autres
bactéries, les membranes contiennent exclusivement du chitosane. La chitine se
retrouve chez de nombreuses especes de champignons dans des proportions allant
jusqu'a 45 %. Les carapaces d'insectes, de scorpions et d'araignées contiennent de 20 a
60 % de chitine. Les exosquelettes de crustacées sont largement composés de chitine.
La proportion massique de chitine post-décalcification et déprotéinisation est de
I'ordre de 80 %. Chez les décapodes, comme la crevette, la chitine représente 8,8 %

de la masse totale humide de I'organisme.

e Origine synthétique :
Les principales sources industrielles de chitine et de chitosane sont les exosquelettes
de crustacés provenant de l'industrie de la transformation du crabe et de la crevette.
Selon les données du ministére de I'Agriculture, des Pécheries et de I'Alimentation du
Québec et en considérant le pourcentage de chitine trés élevés , la quantité de chitine
qui pourrait potentiellement étre extraite par les usines québecoises de

transformation de la crevette serait de 650 tonnes par ans .
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e Origine végétal :
En outre les sources citées précédemment, la chitine a aussi é€té isolée d'un grand

nombre d'organismes marins dont les algues, les mollusques et les céphalopodes.

2.4. Propriétés physicochimique du chitosane :

e Masse moléculaire :

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

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

e Solubilité :
En général, la solubilité du chitosane dépend de la valeur de DDA, de la force
ionique, du pH, de la nature de l'acide utilisé et de la distribution des groupes acétyles
le long de la chaine macromoléculaire. En général, un chitosane avec un DDA
supérieur a 70 % est utilisé pour augmenter sa solubilité. De plus, la solubilité du
chitosane augmente lorsque la masse molaire diminue. Et aussi la solubilité
augmaunte a un pH=1,2 acide .

e Viscosité :
La viscosité est une caractéristique importante du chitosane concernant son

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

chute lorsque la température augmente.

e Cristallinité :

La cristallinité est un parametre important car elle contréle un certain nombre de
propriétés comme l'accessibilitt des sites internes dans les chaines
macromoléculaires, les propriétés de gonflement dans I'eau ou encore les propriétés
diffusionnelles. La cristallinité est en général déterminée par des mesures de
diffraction de rayons X. En fait, le chitosane est généralement une substance semi-
cristalline. 1l cristallise dans le systeme orthorhombique et deux types de produits sont
connus : le chitosane | (faible DDA, sous forme de sel) est plus désordonné que le

chitosane2 (fort DDA, forme amine libre).

2.5. Comportement du chitosane en milieu acide :

Le chitosane est soluble dans des solutions aqueuses acides et insolubles a un pH
neutre ou alcalin. Dans un milieu acide, les groupes amines (-NH2), présents a la
position C-2 de l'unité répétitrice de glucosamine, sont protonnés (-NH) voir (figure
2.3). Ainsi, a un pH acide, le chitosane devient soluble, présentant une densité de
charge positive qui est en fonction du DDA. L'augmentation du DDA du chitosane
augmente la viscosité d'une solution de chitosane a cause de l'augmentation du
nombre des groupes libres d'amine. La viscosité d'une solution de chitosane est aussi
affectée par dautres facteurs comme la concentration et la température: la
viscosité augmente avec l'augmentation de la concentration et la diminution de la
température de chitosane se dissout uniquement en milieu acide par protonation des
groupes amine présents sur la macromolécule. L’équilibre suivant décrit 1’état

d’ionisation du polyélectrolyte en solution acide :
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Chit-NH, + H30+_> Chit-NH+3+ H,O

Le pKa du chitosane est approximativement 6,3. Ainsi, lorsque le DDA est peu élevé
c’est-a dire lorsque les groupements amine sont en petite quantité, le chitosane est peu
soluble. En général, on utilise du chitosane avec un DDA supérieur a 70 % pour avoir

une grande partie soluble.

CH,OH

] CH-,OH
2 PKa=63 [ 20
Ho—- A Ho~—"
i NH2
o+
Polycationique Neutre
Soluble dans I'eau (A) Insoluble dans I'eau (B)

Figure 2.3 : Structures du chitosane en milieu acide (A) et en milieu neutre

(B).

2.6. Propriétés de biocompatibilité du chitosane :

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

e Biodégradabilité :

La biodégradation du chitosane est assurée par des enzymes qui I’hydrolysent en
oligomeéres. Chez I’Homme et les mammiferes, ce role est assumé principalement par
des lysozymes [18] qui dégradent les liaisons (1-4) glycosidiques des unités N-
acetylglucosamine en des résidus N-acétylglucosamine et D-glucosamine, métabolisés
ensuite dans I’organisme. Un chitosane de DDA 50 % est ainsi facilement dégradé in
vivo dans le sang et les tissus, sans accumulation dans le corps [18].

La dégradation dépend de 1’origine et des propriétés du polysaccharide (DDA, masse
molaire...) [19]. Une étude plus approfondie a montré d’abord une augmentation de

la susceptibilité enzymatique pour les DDA inférieure a 50 %, puis une augmentation
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avec le DDA, et finalement une absence de dégradation pour un chitosane de DDA 97
% [20]. Cette influence du DDA est également constatée, in vitro (Dégradation par
des lysozymes) et in vivo (implantation sous cutanée) [21], Un chitosane de DDA 50
% semble donc permettre une dégradation optimale.

e Cytocompatibilité :

La cytocompatibilité du chitosane vis-a-vis des fibroblastes, des kératinocytes, des
chondrocytes et des ostéoblastes a été démontrée in vitro. Lors de cultures cellulaires
sur un film de chitosane, la croissance des cellules dépend des caractéristiques et de la
source du chitosane. Des travaux montrent que, quel que soit le DA (2-50 %), la mise
en contact prolongée de films de chitosane avec les fibroblastes et les kératinocytes
n’induit ni la destruction, ni la croissance anarchique de celles-ci, et qu’aucune
substance cytotoxique n’est relarguée dans le milieu [22]. Le méme comportement est
constaté dans le cas de cultures de chondrocytes et de kératinocytes sur un film de
chitosane de DA 2,5 % [23] et de culture de chondrocytes et d’ostéoblastes sur une
surface similaire de DA 10 % [24].

2.7.Propriétés biologiques :

Le chitosane présente 1’avantage de réunir des propriétés trés intéressantes. En effet,
il inhibe la croissance de nombreux parasites et il réduit le développement des
infections : c'est un bon agent antibactérien et antifongique [25]. De plus, le chitosane
a des propriétés antitumorales, antivirales, ainsi que des propriétés cicatrisantes
remarquables [26]. Il augmente la vitesse de cicatrisation des plaies ouvertes et la
reconstruction des tissus tout en prévenant les infections microbiennes. Enfin, le
chitosane non seulement stimule la croissance cellulaire, mais il peut également étre
utilisé comme substrat pour la culture cellulaire (les cellules adhérent au matériau et

le colonisent) [27].

2.7.1 Propriétés antibactériennes :

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

éléments sont regroupés dans le tableau 2.1
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Tableau 2.1: Les hypothéses d’action antibactérienne de chitosane.

Action Référence

La formation des liaisons électrostatiques entre les charges positives du | [28-30]
chitosane et les phospholipides de la membrane cellulaire qui ont une
charge négative, perturbant ainsi les échanges entre la cellule

microbienne et le milieu extérieur.

La présence du chitosane peut aussi entrainer des déformations | [31-33].

morphologiques au niveau de la paroi cellulaire.

L’inhibition peut aussi étre due a I’enrobage des cellules microbiennes | [27].

par le chitosane, éliminant ainsi tout échange avec le milieu extérieur

L’action du chitosane peut aussi se faire par formation de liaison avec | [32-34].

les protéines et les électrolytes présents dans le cytoplasme

Formation des liaisons entre le chitosane et I’ADN des bactéries et | [28,29]

I’inhibition de la synthése des ARN messager

Le chitosane peut aussi agir de facon indirecte sur les bactéries et les | [33]
moisissures, et cela par complexation des métaux nécessaires pour leur

croissance

En générale, I’action du chitosane sur les bactéries a Gram négatif est moins
importante que celle sur les bactéries a Gram positif. Ce résultat est probablement dd
a des différences dans la structure de 1’enveloppe cellulaire [35-36]. La paroi
cellulaire des bactéries Gram-négatif est constituée d'une fine couche de
peptidoglycane et d'une membrane externe composée de lipopolysaccharides, de
lipoprotéines et de Phospholipides. Cependant, la paroi cellulaire des bactéries Gram-
positif est seulement composée d’une épaisse couche de peptidoglycane sans
membrane externe. En raison de cette structure, la membrane externe fonctionne
comme une barriére imperméable contre les macromolécules et les substances
hydrophobes. Elle pourrait étre responsable de la prévention de la pénétration du
chitosane dans la cellule, expliquant ainsi l'activité antibactérienne plus faible sur les

bactéries Gram-négatif que sur les bactéries Gram-positif [37].
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2.7.2. Propriétés antifongiques :

Le mécanisme d’action du chitosane contre les souches fongiques est jusqu’a

aujourd’hui mal connu. Cependant, il existe plusieurs éléments qui peuvent expliquer

cette action :
e Le chitosane peut interagir avec la membrane des cellules pour altérer leur
perméabilité. Par exemple, la fermentation avec la levure boulangere est inhibée
par certains cations, qui agissent sur la surface des cellules de la levure en
empéchant ’entrée du glucose [38].
e Le chitosane agit aussi comme un agent chélatant qui forme des complexes
avec les traces de métaux et inhibant ainsi la croissance des champignons et la
production des toxines [39]. Il assure aussi certains processus de la défense a
l'extérieur de la cellule par exemple, il agit comme un agent absorbant d’eau et
inhibe l'activité des différents enzymes [40]. 1l est trouvé que I’utilisation du
chitosane a partir d’une concentration de 1 g/L réduit considérablement la
croissance des souches fongiques suivante : Cylindrocladium floridanum,

Cylindrocarpon destructans et Fusarium oxysporum.

2.7.3. Propriété cicatrisante du chitosane :

L’activité cicatrisante de chitosane est avérée dans la réparation tissulaire de
I’épiderme [41] et la cicatrisation [24]. De ce fait, le chitosan est utilis¢ pour fabriquer
des pansements et des bandages [42]. Par exemple, un mélange de chitosan et
oxychitine est commercialisé comme agent de recouvrement pour les greffes, le
HemCon® Bandage.

Dans le mécanisme d’action cicatrisante du chitosane, Okamoto et coll. [43] ont
montré que le chitosane agit sur toutes les étapes de cicatrisations. Son premier réle
est de favoriser 1I’hémostase, le chitosane stimule ensuite la prolifération des
fibroblastes et influe le comportement migratoire des neutrophiles et des
macrophages, ce qui a pour conséquences de modifier les processus de reconstruction
que sont la fibroplasie et la réépithélialisation [43,44].

Ueno et coll. [45] ont étudié aussi 1’influence de non-tissés de chitosane sur la
cicatrisation des plaies chirurgicales chez les chiens. La encore, il a été mis en
évidence que le chitosane favorise, dés le troisiéme jour, Dinfiltration des

macrophages et des cellules inflammatoires, et plus particulierement



26

polymorphonucléaires. Cette étude a également montré que le chitosane favorise
I’étape de granulation entre le 9°™ et le 15°™ jour en autre la quantité de collagéne
dans les tissus reformés est significativement plus importante pour les plaies soignées

avec du chitosane.

2.7.4. Propriétés antivirales :

Le chitosane peut inhiber les infections virales dans différents systemes biologiques.
Il est également capable d'induire une résistance a certaines infections virales chez les
cellules végétales et animales. De plus, il permet de prévenir le développement de
I'infection par des bactériophages dans des cultures microbiennes infectées [46]. Cette
activité dépend du degré de polymérisation, le degré de N-désacétylation, la valeur de
charge positive, et le caractére des modifications chimiques de la molécule [47].

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

réplication du phage virulent [48].

2.7.5. Propriétés antitumorales :

L’activité antitumorale du chitosane est issue de sa structure chimique qui contient
deux groupements actifs (groupements amine au niveau du C, et groupements
hydroxyles au niveau du Cj et du Cg). En fait, les interactions entre les charges
positives du chitosane (NH3") et des charges négatives sur les membranes des cellules
cancéreuses et les jonctions serrées augmentent la perméabilité et permettent aux
médicaments adsorbés sur le chitosane de pénétrer dans les cellules cancéreuses [49].
Pour I’activité antitumorale, le chitosane doit étre soluble dans 1’eau au pH
physiologique avec des groupements amines protonés. [50].

L’activité antitumorale du chitosane augmente avec la diminution du poids
moléculaire, du degré désacétylation, de la viscosité et donc avec I’augmentation de la
solubilité dans I’eau [51, 52]. De plus, les oligomeres de chitosane ont également un
effet antitumoral en empéchant la croissance des cellules tumorales par stimulation du

systeme immunitaire [53].
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2.7.6. Propriétés anti oxydantes :

En raison des atomes d'hydrogene protique des groupements amines au niveau de
carbone C, ou hydroxyles au niveau des carbones C; et Cg du chitosane, ce
biopolymere a une activité antioxydante formant des radicaux macromoléculaires
[52].

Les degrés de polymérisation et de désacétylation (DDA) sont les éléments clés de
I’activité antioxydante du chitosane. En effet, le chitosane a faible poids moléculaire a
une activité antioxydante tres importante en comparaison avec le chitosane a poids
moléculaire élevé dans lequel les atomes d'hydrogene protique sont bloqués [54]. Par
exemple, un poids moléculaire allant de 1 a 3 kDa et un degré de désacétylation de 90

% ont été corrélés avec une haute capacité antioxydante [55].

2.8. Effet du chitosane dans une formulation :
2.8.1. Effet gélifiant :

Les gels de chitosane non réticulés sont considérés comme des gels physiques
thermoréversibles. Dans les gels physiques, les interactions macromoléculaires
résultent d'interactions ioniques, de van der Waals ou de liaisons hydrogéne. La
gélification du chitosane dépend de I'équilibre entre les interactions hydrophobes et
hydrophiles; les premieres dépendent principalement du DDA et les secondes du
degré de protonation. 1l a été observee, par étude de réacétylation, que la solubilité du
chitosane diminue progressivement avec l'augmentation de l'acétylation et résulte
finalement en la formation de gels non réversibles. Ils ont démontré que la gélification
commence quand le DDA se situe entre 25 et 50% [49]. Ainsi la vitesse de
gélification du chitosane augmente avec le DDA. Ont observé une augmentation de la

vitesse de gélification avec le poids moléculaire du chitosane.

2.8.2. Effet viscosifiant:

Le chitosane est utilisé dans les compléments alimentaires, nutritionnels et
cosmétiques, produits biomédicaux y compris produits de la cicatrisation des plaies.
Le chitosane est disponible dans un large éventail de qualités différentes
caractéristiques et propriétés, comme la viscosité, le poids moléculaire et le degré de
désacétylation. Ce polysaccharide est un excellent améliorant de viscosité et

stabilisateur dans les environnements acides. Le chitosane est compatible avec des
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composés organiques comme les polymeéres cationiques et non ioniques, contribue a

améliorer effet de stériliser le savon. En outre, il aide a protéger la peau.

2.9. Application du chitosane :

Les applications du chitosane sont variées et les nouvelles études pour en développer
nécessitent de se multiplier a cause de ses propriétés physico-chimiques et
biologiques [56], Il est entre autres non fermentable, biocompatible, biodégradable et
non-toxique. De plus, son colt de fabrication est élevé. A titre d’exemple, quelques
propriétés utilisées dans les différents champs d’application du chitosane sont données
dans le Tableau2.2. [57]

Tableau 2.2 : Les différents champs d’application du chitosane

Champs Application Propriéeté
d’application
Pharmacie Encapsulation du médicament Matériel absorbable avec

possibilitéde contréle de libération
de principes

actifs (enzyme, médicament)

Clinique Membrane de dialyse, | Rétention d’eau, d’ions, stimulation
pansement de la régénération des tissus
Cosmétique Crémé, shampooing, démélant Rétention de I’humidité,

anti électrostatique, surfactant

Industrie agro — Restructuration des purées de | Formation de film, épaississant

alimentaire fruits, de légume ou de viande

Traitement des eaux Agent floculant de cations Poly électrolytes; chélation de
Métaux

En plus depuis le début des années 80 le chitosane n'a cessé de faire l'objet
d'énormes investigations dans le domaine biomédical. Le tableau2.3 résume les

différentes applications et formes utilisées du polymére.
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Application biomédical du chitosane.

Forme physique

Applications

Solution

Agent bactériostatique, Agent homéostatique, Cosmétiques

Gel

Systeme de relargage, Spermicide

Membrane /film

Membrane de dialyse, Lentilles de contact, Réparationtissulaire

Eponge

Hémostatique des muqueuses, Réparation tissulaire

Miscelles

Agents gastriques, Anticoagulants.

2.10. Alginate de sodium :

Les alginates (voir figure 2.4) sont des sels d’acide alginique, constitués de deux

monomeres saccharidiques de base : acide a — L — guluronique (G) et acide B — D —

mannuronique (M), dont la séquence varie.

OH
OH
NaOOC HOO NaOOC 7 |~ O)
N/ : OH
Hoho \_OH
HO
p-D-mannuronate (M) ¢-L-guluronate (G)

Figure 2.4: Monomere de la chaine alginate de sodium.

La séquence des différents blocs (M) et (G) (voir Figure 2.5) dépend du type d’algue,

de son age ainsi que de la partie dont est isolé I’alginate. La saison de récolte affecte

de méme la composition en blocs et les séquences [29] .
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Figure2.5 : Structure chimique de la chaine d’alginate de sodium

Les alginates de sodium se dissolvent dans I’eau en formant des

solutions colloidales visqueuses a comportement pseudo élastique et ce pour de

faibles concentrations. L’addition progressive de cations de chitosane divalents

provoque la formation d’un gel.
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La cornplexation entre les deux polymeéres semble se produire par interaction des

anions carboxyliques de 1’alginate et les groupements anioniques du chitosane (voir

Figure 2.6).

ionic
attraction

chitosan
chain e,

AcHN ™"

lele)

alginate
chain

Figure2.6 : Les interaction ionique entre le groupe anionique (-COO")

d’alginate de sodium et le groupe cationique (-NH3") de chitosane.

2.11. Propriétés physico-chimique d’alginate de soduim:

e Solubilité :
11 existe trois parameétres déterminants limitant la solubilité de 1’alginate dans 1’eau.
Premiérement, Le pH de la solution joue un role dans la solubilisation des alginates.
Si le pH de la solution contenant I’alginate est inférieure au pKa de 1’acide
mannuronique (pKa=3,38) ou de 1’acide guluronique (pKa= 3,65), alors il peut y avoir
séparation de phases voire formation d’un hydrogel. La sensibilité des alginates vis-a-
vis du pH de la solution dépend non seulement de la masse molaire mais aussi de la
composition chimique et de la séquence des blocs. Les alginates contenant plus de
sections alternées (blocs MG) précipiteront a des valeurs de pH plus faibles que les
alginates contenant plus de blocs homogenes (poly-M et poly-G).
Deuxiémement, la force ionique du solvant joue un réle important sur la solubilité de
I’alginate en limitant son hydratation en milieu aqueux. Et pour finir, le taux de
cations gélifiants présents dans le solvant influence bien évidemment la solubilité de
I’alginate. [59].

e Gélification :
Les propriétés physiques de 1’alginate sont décrites pour la premiere fois dans les

années 1970. La principale caractéristique de 1’alginate est sa capacité a gélifier en
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présence de cations multivalents. Cette transition sol/gel n’est pas influencée par la
température.
Les sels d’alginates sont solubles dans I’eau et sont capables de gélifier en présence
de cations multivalents tels que les ions Ca®*, Sr**, Ba**, Fe**ou encore Al**grace a la
formation d’une jonction impliquant plusieurs chaines polysaccharidiques.
Cette interaction est décrite par le modéle « egg-box » dans lequel chaque ion divalent
peut interagir avec deux résidus G adjacents ou appartenant a deux chaines opposées.
e Comportement rhéologique :
Les alginates ont en général un comportement quasi-Newtonien, méme si des
déviations peuvent étre observées suivant plusieurs facteurs, notamment le type
d’alginate, la concentration de la solution, la composition chimique de 1’alginate, sa
masse moléculaire moyenne ....ctc. Pour des solutions d’alginate de sodium de
différentes concentrations. On constate une dépendance linéaire dans tous les cas,
traduisant un comportement Newtonien, excepte pour la concentration la plus élevée,

pour lagquelle on peut observer une Iégére déviation.

2.12. Application de I’alginate de sodium :

L’alginate produit a grande échelle trouve des applications principalement dans les
domaines de 1’agroalimentaire et textile, pour laquelle environ 80% de la production y
est transformée.

Ses propriétés colloidales uniques font qu’il peut étre utilisé en tant qu’épaississant,

stabilisant, agent filmogéne, gélifiant.....etc. tableau 2;4 [60].
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Tableau 2.4.Répartition de 1’alginate de sodium pour les différents secteurs

industriels et exemples d’applications.

Application

Réle de I’alginate de sodium

Industrie technique (50%)

Epaississant pour les pates d’impression,
Epaississant et stabilisateur des teintures,Agent
d’imperméabilisation, Agent plastifiant et

filmogéne.

Industrie agroalimentaire (30%)

Epaississant, texturant, conservateur, dans de
nombreux produits : confitures, jus de fruits,
sauces (moutarde, mayonnaise), potages,
produits laitiers, stabilisateur dans les cremes
glacées (empéche la formation de cristaux).

Industrie du papier (5%)

Agglomerant pour les fibres, apprét de surface,
Epaississant et stabilisant dans les colles,

Maintien des pigments en suspension

Industrie pharmaceutique (5%)

Stabilisateur d’émulsions, agglomérant dans les
comprimés, épaississant et hémostatique dans
les pommades, pansements, méches nasales,

Gélifiant dans les pates a empreinte dentaire.

Divers (10%)

Epaississant dans les produits de beauté et
pates a dentifrice, stabilisateur pour les
peintures et vernis, Floculant en traitement des
eaux, Agglomérant pour les électrodes de
soudure, Agent absorbant dans les couches

pour bébé.




CHAPITRE 03

PARTIE
EXPERIMENTALE
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Introduction

Dans ce chapitre, nous décrirons en premier lieu, les différentes étapes de
I’extraction du chitosane ainsi que la caractérisation quantitative de notre bio-
polymére. En second lieu, nous décrirons le procédé de formulation adopté et les
matiéres premiéeres utilisées au cours de la préparation des suspensions ainsi que les
différentes méthodes de caractérisation et de contrdle réalisés sur les suspensions
formulées. Et enfin, nous décrirons les études préliminaires effectuées et la

méthodologie expérimentale employée.

3.1. Matériels et méthodes

3.1.1. Produits utilisés pour I’obtention du chitosane :

Le chitosane a été extrait a partir de la carapace crevette. Cette derniere est de classe
des crustacés, famille aristeidae et du genre: Aristeusantennatus et

aristaeomorphafoliacea, nommée la crevette rouge.

Les produits chimiques utilisés lors de I’extraction du chitosane sont regroupés sur

le tableau 3.1

Tableau 3.1 : Les produits chimiques utilisés lors de 1’extraction du

chitosane
Produits utilisés Réle
Solution de I’acide chlorhydrique (HCl) | Déminéralisation de chitine.
Solution de la soude (NaOH) Desacytilation et Déprotéinisation de la
chitine.
Acide acétique Solubilisation du chitosane
L’eau oxygene H,0, Blanchiment du chitosane
Acétone Blanchiment (impuretés )

3.1.2. Extraction de la chitine :

La matieére premiére utilisée pour cette étude est 1’exosquelette de crevettes rouge
(mélange d’Aristeusantennatus et d’Aristacomorphafoliacea), qui nous ont été
fournies fraiches. Elles sont décortique a température ambiante, les carapaces sont
ensuite lavées puis séchées a I’aire libre. Les fragments obtenus sont séchés a 100°C

pendant 24h puis broyés et triés sur tamis afin de séparer plusieurs tailles.
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La teneur en eau des fragments obtenue apres séchage est estimée a 78%. Le broyage
et le tamisage des fragments ont donnés des particules d’un diamétre variant
majoritairement entre 0,1 mm et 0.5 mm, seule cette fraction fut utilisée pour réaliser
les différents essais de déminéralisation, puisqu’étant la fraction majoritaire.
L’extraction chimique consiste en une déminéralisation acide et une déprotéinisation

basique.

A. Démineéralisation :
La déminéralisation s’effectue en dispersant la matiére premiére obtenue dans une
solution d’acide chlorhydrique 5M (1 :10) (m: v) sous agitation constante pendant 1h
a température ambiante. La réaction produit un violent dégagement de gaz
carbonique qui doit étre maitrisé en ajoutant graduellement la matiere premiere
I’ensemble du systeme doit étre ouvert. Théoriquement la réaction (1) se termine
lorsqu’il n’y a plus de dégagement gazeux. Le contenu est ensuite filtré sur papier

filtre et rincé abondamment a I’eau distillée.

CaCO, +2HCl - CaCl, +CO, + H,0

B. Déproteinisation :
Le retentt est introduit dans un flacon, dans lequel est ajouté (1 :10) (m : v) de NaOH
(1,25M) a une température de 90 °C pendant 18 heures. Le contenu du flacon est a

nouveau filtré et rincé abondamment a ’eau distillée.

C. Blanchiment :

Lorsque I’eau de ringage n’est plus colorée, I’eau distillée est remplacée par un
volume de 20 ml de peroxyde d’hydrogéne (H20,) pour blanchir le produit, Un ultime
ringage a I’acétone permet d’entrainer les impuretés lipidiques résiduelles. Le contenu
du flacon est a nouveau rincé abondamment a I’eau distillée et ce jusqu’a ce que le pH
de I’eau du lavage atteigne la neutralité, le filtrat est alors transféré dans une coupelle
préalablement pesée qui sera par la suite placée en étuve a 30°C pendant 20 heures et

en suite a 90°C pendant 12 heures.
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Le nouveau poids de la coupelle contenant le produit sec permet de déduire le
rendement massique d’apres la formule suivante :

Rm : Le rendement massique (%)
m, (9)
m; (9)

.100

m; : La masse finale (g) Rm% =

m, : La masse initiale (g)

3.1.3. Préparation du chitosane :

Le chitosane a été obtenu par désacétylation de la chitine extraite par une solution de
soude selon le mode opératoire suivant :

La chitine a été traitée avec une solution de soude & 50%, dont la proportion

(m/v) (1/10), la solution est agitée pendant 24 heures a 100°C. Au terme de la
réaction, la solution est filtrée, le chitosane retenu est lavé en Continu, afin d’éliminer
la soude résiduelle selon la réaction (2), et ce jusqu’a ce que le pH de 1’eau du lavage
atteigne la neutralité, le chitosane est rincé avec I’eau distillée puis sécher a 1I’étuve a

80°C.

R—NH —CO-CH, + NaOH — R—NH, + CH,COONa

..(2)
Chitine Chitosane

3.1.4. Caractérisation physico-chimique du chitosane :

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

La teneur en eau est évaluée selon la formule suivante :

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

% Humidité = *100
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2. Teneur en cendres :
Le principe de la détermination de la teneur en minéraux repose sur leur résistance a
la chaleur, Environ 1 g d’échantillon est pesé et placée au moins 5 heures a

température égale 500°C.

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

La teneur en cendres est évaluée selon la formule suivante :

Poids du résidu calciné (g)
Poids de I'échantillon sec (g)

% Cendre = *100

3. Teneur en lipides :

La teneur en lipides totales est déterminée par la méthode de Folchen Duplicata.
Environ 5 g d’échantillon est ajoutés a 100 ml d’une solution de chloroforme/
méthanol (2/1).

L’ensemble est introduit dans un erlenmayer a 1/20 (substrat solide/volume en ml )
laissé sous agitation pendant une nuit a température de la piece, filtré sur papier filtre
et lavé, puis avec le mélange (chloroforme/méthanol), le filtrat est mélangé a 22 ml
d’une solution contenant 0,9 % (m/v) de NaCl dans une ampoule a décanter et laissé
reposer jusqu’a 1’obtention d’un systéme bi phasique net (durant du moins 6 heures ).
L’ampoule a été dégazée plusieurs fois, la phase organique est prélevée, filtrée sur
sulfate de sodium anhydre et évaporée sous vide a 35°C.

L’huile recueillie est pesée sur une balance et la teneur en lipides est déterminée avec

la formule suivante :

Poids des lipides (g)
Poids de I'échantillon (g)

*

% Lipides =

4. Test de solubilité :

Le chitosane commerciale et extrait utilisés sont testés pour leur solubilité dans les
milieux acides, basique, neutre.

Selon Ngah et Fatinthanle teste de solubilité a été réalisé dans 5% (v / v) de I’acide
acetique, 0.5M de NaOH et de I’cau distillée.
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On pése environ 0,05 g de produit ajouté a 50ml de ses trois solutions séparément, et

les laisser sous agitation pendant 24 heure.

5. Mesure du degré d’acétylation :

Le degré d’acétylation (DDA) de la chitine correspond a la fraction molaire moyenne
des unités de N acetyl D-glucosamine par rapport au nombre total d’unités, de

nombreuses méthodes ont été développées pour déterminer ce DDA.

e Par titrage potentiométrique :

La détermination potentiométrique du degré d’acétylation était suivant un titrage
acido-basique comme décrit par Tolimate, avec pH métre muni d’un électrode
sensible.

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

Titrer avec la solution NaOH (0.1M) tout en introduisant la sonde du pH metre dans
la solution.

On détermine le DDA du chitosane par la méthode de titrage potentiométrique, qui a
été calculé a partir de la formule Czechowska —Biskup:

Vo - Vi

DDA% = 2,03
o "+ 0,0042 (V, — V;)

Avec :

m : masse du chitosane (g).

V1 et V, : volume de NaOH ajouté correspondants aux deux points d’inflexion (ml).
2.03 : Coefficients résultats du poids moléculaire de 1’unité de monomeére de
chitosane.

0.0042 : Coefficient résultats de la différence entre le poids moléculaire du

monomere acétylé et la masse moléculaire désacétylé.
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3.1.5. Préparation de la suspension:
Dans cette partie, nous allons abordés les différentes techniques de mise en

ceuvre de la suspension.

3.1.6. Description de matieres premiéeres utilisees:

» Les excipients
Le principe adapté afin de mettre en ceuvre une suspension a libération prolongée est
celui de la gélification in situ. Ce mécanisme est basé sur la complexation d’un
polysaccharide, et de choisir un pH adéquat permettant de maintenir en suspension
le chitosane ainsi que le principe actif.
Sur le tableau 3.2 nous allons présenter les matieres premieres utilisées lors de la

formulation des suspensions.

Tableau 3.2: Les matiéres Premiéres utilisées.

Constituants Structure Aspect Solubilité Réle
chimique
Alginate de | NaCgH;Og Poudre Soluble Agent stabilisant
sodium blanche lentement dans | Agent gélifiant
inodore I’eau
Chitosane CgH13NOs Poudre Insoluble dans | Agent de conservation
blanche I’eau et dans | Stabilisateur
amorphe les  solvants | Antimicrobien
organiques Immunostimulant
Soluble dans le | Anti tumoraux
milieu acide Anticoagulants
Bacteériostatique
Libération controlées

» Principe actif
Le principe actif utilisé lors de la formulation de la suspension est la Ranitidine , ce
PA est un antihistaminique H; qui inhibe la production d’acide gastrique. Il est

couramment utilisée pour le traitement de [’ulcére gastroduodénal et du reflux
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gastro-cesophagien. La structure de la Ranitidine est présenté sur la figure 3.1, de
nomenclature N-(2-[(5-[(diméthylamino) méthyl] furan-2-yl) méthylthio] éthyl)-N'-
méthyl-2-nitroéthén-1,1-diamine, sa formule brute est C;3H,,N430 S et Masse molaire
: 350,869 g/mol [72] .

GHa I e
H;C/NMN'/ENIGHa
H H
Figure 3.1: structure de Ranitidine.

3.1.7. Pré-formulation :

D’apres 1’étude bibliographique effectueée sur le mécanisme de gélification in situ et
sur la libération prolongés du PA , on a pu constater que I’ingrédient qui a un impact
principal sur le taux de libération du PA dans des suspensions est bien le
chitosane[63]. Aussi, la réalisation d’une étude d’influence de sa concentration
sur les propriétés rhéologiques et biopharmaceutiques des suspensions a
liberation prolongée semblée intéressante .pour pouvoir cerner I’intervalle de
variation de la concentration de cet ingrédient qui peut procurer des propriétés
intéressantes aux suspensions formulées avant d’entamer ’étude d’optimisation des
parameétres de formulation. Au cours de cette étude la concentration du chitosane
a été variee entre 0,5% a 2%.

Les conditions opératoires et le cheminement suivi lors de la réalisation de ces essais

ont étés pris comme suit :

e Composition des essais :
La composition qualitative et quantitative des essais réalisés au cours de cette
partie sont présentés sur le tableau 3.3.
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Tableau 3.3 : Les formules qualitative et quantitative utilisés lors des essais

de Pré-formulation.

la matiére premiere Quantité (g/ml) Observation

Ranitidine 1 g/100ml Selon le dosage de la spécialité

de référence [64]

Alginate de sodium Entre 1,5 et 49 /100ml Trois concentration ont été

étudiées 1,5-3-4g/100ml
Valeur moyenne de
I’intervalle de variation selon
le Handbook des
excipients[65]

Chitosane Entre 0,5 et 29 /100ml Trois concentration ont été

étudiées0,5-2g /100ml

Eau bi-distillé Qs100ml [66]

e Procédeés de préparation :

Au cours de la préparation des suspensions nous avons procédé selon le protocole

suivant :

1.

Dans un bécher 1’ Alginate de Sodium est incorporé progressivement dans
I’eau, sous agitation avec une vitesse adéquate pour former un vortex,
’agitation est maintenue jusqu’a I’obtention d’une dispersion totale,
auquel aspect de 1’alginate en solution passe de 1’état crémeux a 1’état

mielleux ;

. Le Chitosane est ensuite ajouté graduellement pour éviter la formation des

grumeaux ;

En derniers lieu le principe actif 'Ranitidine * est rajouté a la préparation
sous agitation ;

Finalement, la quantité 100 ml est obtenue par rajout d’eau bi-distillé ;
Le pH des suspensions préparés est mesuré a 1’aide d’un pH metre type ;

La densité des suspensions préparées a été mesurée a I’aide de densimétre.
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3.1.8. Formulation :
Lors de notre étude, nous avons eu recours a une planification expérimentale des
essais en utilisant la méthode des plans d’expérience, qui peut répondre a nos
préoccupation[67], ce dernier permet de :
e Minimiser les essais qui permettent d’avoir du gain de temps et de
codt ;
e Arriver rapidement aux meilleurs résultats possibles;
e Interprétation des résultats expérimentaux ;
e Eviter de réaliser les expériences intitule ;

e Découvrir la solution optimale.

% Meéthode des Plans d’expériences :
Les plans d'expériences permettent d'organiser au mieux les essais qui accompagnent
une recherche scientifique ou des études industrielles[69].1ls sont applicables a de
nombreuses disciplines et a toutes les industries a partir du moment ou 1’on recherche
le lien qui existe entre une grandeur d’intérét Y et des variables X;. Il faut penser aux
plans d'expériences si I’on s’intéresse a une fonction du type :
Y=f(Xi)

Avec les plans d'expériences on obtient le maximum de renseignements avec
le minimum d'expériences. Pour cela, il faut suivre des regles mathématiques et
adopter une démarche rigoureuse [70]. Il existe de nombreux plans d'expériences
adaptés a tous les cas rencontrés par un expérimentateur. Les principes fondamentaux
de cette science seront indiqués et les principaux plans seront passés en revue.

La compréhension de la méthode des plans d'expériences s'appuie sur deux notions
essentielles, celle d'espace expérimental et celle de modélisation mathématique des

grandeurs éetudiées.

e Terminologie :
La méthode des plans d’expériences utilise une terminologie bien adaptée dont les

éléments les plus courants sont[70].
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a) Les facteurs:

Les facteurs, parfois appelés Variables Indépendantes, sont les causes supposées
ou certaines, qui provoquent le phénomeéne. Un facteur peut étre qualitatif ou
quantitatif, continu ou discontinu, contrélable ou non contrdlable.

b) Les réponses :

Une réponse expérimentale, parfois appelée variable dépendante, est une
caractéristique mesurable d’un produit on d’un processus, et dont la variation est
analysée en fonction des variations des facteurs. La réponse doit étre la plus
représentative possible du phénoméne observé. Le choix des réponses est un
probléme difficile qui ne reléve pas directement de la théorie des plans d’expériences.
Ce n’est qu’apres une analyse minutieuse des phénomeénes, des enjeux des objectifs et

des contraintes que la ou les bonnes réponses peuvent étre définies.

c) Lesinteractions :
Lorsque I’effet d’un facteur dépend de la valeur prise par un autre facteur, cela se

traduit par une interaction entre les deux facteurs.

d) Plan d’expérience :
Le plan d’expériences est la liste des combinaisons des niveaux des facteurs pour
lesquels la réponse Y du modeéle doit étre observée.
Il se représente sous la forme d’un tableau dans lequel chaque colonne identifie les
niveaux d’un facteur, exprimés en coordonnées centrées réduites dans la matrice de
conception et en coordonnées réelles dans le plan d’expérience, chaque ligne
identifie une combinaison des niveaux des facteurs.
Dans notre cas le but de notre étude et d’optimiser la formulation d’une suspension
médicamenteuse a libération prolongé et d’étudier effet de variation des
concentrations des paramétres de formulation sur les caractéristique rhéologique et
biopharmaceutique de ces suspension par le mécanisme de gélification in-situ.
Les caractéristiques prises en compte sont les propriétés rhéologiques ainsi que
les
Propriétés biopharmaceutiques des suspensions. Ces réponses ainsi que les moyens

de leurs mesures sont résumés dans le tableau3.4.
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Tableau 3.4 : Caractérisation du produit selon les réponse et moyens de

mesure

Caractérisation du Réponse Moyens de

produit mesure

Détermination de la courbe
01 | Analyse rhéologique d’écoulement (Paramétre de Rhéometres

modélisation et rhéologique) MCR 302

a) Recensement et caractérisation des facteurs :
Deux parametres de formulation ont été sélectionnés parmi un grand nombre de
facteurs ceux qui ont plus d’influence sur les réponses, pour étre étudié dans cette

partie :

e (Concentration de I’alginate de sodium ;
e Concentration du chitosane ;
e Le pH d’eau distillée ;

e Les autres facteurs PA sont maintenue constants.

b) Choix du domaine expérimental :
Pour cela on définit les facteurs et leur intervalle de variation exprimés en
pourcentage (g/100 ml) dans la formule centésimale du produit décrit dans le
tableau3.5.

Tableau 3.5 : Facteurs retenus et intervalles de variation.

Facteurs Abréviation Intervalle de variation
en (g/100ml)
1 | Concentration de 1’alginate Alg 3-8
de sodium
2 | Concentration du chitosane Chi 0,5-2

3 | Eau H,O Jusqu’a 100ml
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c) Détermination du type de modele et de plan/ matrice d’expériences :
Compte tenu de I’objectif visé par cette étude et sachant que les facteurs
retenus ont une influence certaine dans le domaine expérimental, la stratégie de
planification expérimentale la plus adéquate est 1’étude en surface de réponse appelée
stratégie «P» .

Le nombre des facteurs de la formulation étant égal a trois [03], le modele
mathématique quadratique avec interaction propos€, s’écrit comme suit :
Y=agt a1 Xyt aXot agXst+ apXy Xotas X XatagsXoXs

Avec :

Y:la réponse ;

X1 ,Xz ,Xz:valeurs centre réduits compris entre -1 et +1 ;
Xi : la concentration de 1’alginate de sodium ;

X, : la concentration du chitosane ;

X3 : le volume de H,0.

Les méthodes de construction des plans d’expériences sont nombreuses et peuvent
étre effectuées notamment a I’aide d’un logiciel. Pour notre étude, nous avons
utilisés le mode 06. La matrice d’expériences genérée est résumée dans le

tableau3.6.
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Tableau 3.6 : La matrice d’expériences générée.

Quantite en (g/100ml)
N° Essais alginate de chitosane PA Eau (ml)
sodium

1 3 0.5 1 95.5
2 3 0.5 1 95.5
3 8 0.5 1 90.5
4 3 2 1 94
5 5} 1 1 90
6 7 2 1 90
7 3 1.5 1 94.5
8 6.3 0.5 1 92.1
9 4.3 2 1 92.6
10 7.3 1.6 1 90
11 5.8 1.2 1 92
12 5.8 1.2 1 92
13 5.8 1.2 1 92
14 5.8 1.2 1 92

A partir de la matrice d’expériences, on réalise les 14 essais de formulation. Ces
derniers sont réalisés selon la formule et le procédé décrit ci-dessous. Sur chacun des
essais, des controles en cours et en fin de formulation sont effectués
conformément aux exigences pharmaceutiques dont les protocoles opératoires

sont décrits.

3.1.9. Caractérisation physico-chimique de la formulation :

e Détermination du pH
Il est important de déterminer la valeur de pH pour la conservation et les
incompatibilités des suspensions formulées et les solutions du milieu gastrique de
HCI diluees a 0,1M.

e Détermination de la Densité
La densité relative de chaque suspension a été mesurée a 1’aide d’un

densimétre a temperature correspondante & 20°C.
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3.1.9.1. Test de gélification in situ:

Ce test consiste a la simulation d’un systéme in vitro au milieu gastrique afin
d’évaluer I’intensité de gélification de chaque suspension préparée .

Le systeme est constitu¢ d’un bécher de 250 ml dans lequel est met un volume d’une
solution d’acide chlorhydrique HCl 0,1 M correspondant a 150 ml. Le bécher
en question est thermostaté dans un bain marie a une température de 37°C a
I’aide d’une résistante. Une fois la température atteinte, 20 ml de chaque suspension
sont introduits au centre du bécher dans ce milieu acide a travers une cuillére pour
provoquer la gélification. Cette gélification est identifiée par une observation

visuelle et par une analyse rhéologique.

Figure 3.2 : Dispositif expérimental utilisé pour la gélification in-situ.

3.1.9.2. Caractérisation rhéologique :

L’¢étude rhéologique des suspensions réalisée a été effectué¢e au niveau du laboratoire
de recherche physico-chimique. Le dispositif utilisé est un rhéomeétre rotatif a
plateaux paralléles (plan-plan) « physiqua MCR 302 », ce dernier est géré par un
ordinateur qui permet le traitement des résultats par un logiciel.

Il s’agit d’une étape trés importante qui nécessite de bien définir les conditions
expérimentales de caractérisation qu’il faut bien évidemment adapter a 1’utilisation du

fluide[71].
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La caractérisation rhéologique des suspensions a pour objectif, d’étudier
I’influence de variation des concentrations de paramétres de formulation sur leur
comportement rhéologique. Du fait que la résistance a 1’écoulement des suspensions
est liée a la rigidité du réseau de particules formées au sein du liquide , la rhéologie
permet donc une mesure macroscopique de la force nécessaire pour vaincre les
résistances a 1’écoulement, ainsi d’évaluer la stabilité et la facilit¢ de prise au
moment de I’emploi. Alors, tous les ¢léments obtenus lors de cette étude permet
de cerner le domaine de variation, auquel les suspensions présentent un
comportement rhéologique intéressant.

Cette caractérisation inclut 1’¢tude du comportement rhéologique des
suspensions préparées ainsi que les gels pour permettre d’observer la fagon dont ils
s’écoulent en réponse a une force appliqué.
La détermination de la courbe d’écoulement permet de faire ressortir des parametres
caractéristiques qui  sont susceptibles de refléter état mécanique des suspensions et
des gels.
Le protocole opératoire adopteé est :

-Une rampe croissante en vitesse de cisaillement de 0,1s™ & 1000s™

-Le temps de mesure entre deux points successifs est 5s.
Les courbes d’écoulements pour les suspensions et gels sont données en termes de
contrainte de cisaillement (Pa) en fonction de la vitesse de cisaillement &(s™).
Ainsi que les courbe de viscoélasticité pour les suspensions et les gels qui sont
données en terme de G’ en fonction de la vitesse de cisaillement )& (™.
Avec :
G’ :C’est le module de conservation et il caractérise la réponse en phase avec la

déformation. 1l est associé a la réponse du comportement élastique (Pa).
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Introduction

Dans cette partie, nous présentons les résultats sur I’extraction du chitosane qui
ont été effectué au niveau du laboratoire, puis nous décrirons les résultats de 1’étude
expérimentale  portant sur I’optimisation des parameétres de formulation des
suspensions a libération prolongée.

Dans la premiére partie de ce chapitre, nous présentons les résultats obtenus lors de la
caractérisation physico-chimie du chitosane.

Dans la seconde partie, nous présentons les résultats obtenus lors de la réalisation de
I'¢tude préliminaire portant sur 1’impact de la concentration d’alginate de sodium et

du chitosane sur I’étude de la stabilité des suspensions et leurs propriétés rhéologique.

3.2. Résultats et discussion
3.2.1. Préparation de la matiere premiére :

Extraction de chitine et production de chitosane.

1. Préparation des carapaces:
La matiére premicre utilisée pour cette étude c’est I’exosquelette de crevette
rouge, apres le séchage des carapaces, la teneur en eau est égale 8%. Quelque soit la

granulométrie des fragments.

2. Préparation de chitine :
L’extraction chimique du chitosane a été effectuée en 3 étapes principales ;
déminéralisation, déprotéinisation et blanchiment. Le rendement massique apres

I’extraction de chitine égale 20.02%.

3. Préparation du chitosane « désacétylation » :
Cette étape est réalisée a partir de la désacétylation de la chitine préparée, cette
derniere est traitée avec une solution basique (50%). Le chitosane obtenu est de
couleur légérement jaunatre avec un rendement massique aprés la désacétylation
égale 69.12%.
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3.2.2. Caractérisation physicochimique de la carapace brute de crevettes :
Aprés 1’étape de I’extraction, il est important de déterminer les parametres physico-
chimiques du chitosane obtenu.
3.2.2.1. Détermination de teneur en eau, cendres et lipides :

Parmi les analyses physicochimiques du chitosane effectuées, la détermination
de la teneur en eau, la teneur en minéraux (cendres) et la teneur en lipides.

Le résultat des trois caractérisations obtenues est regroupé dans le tableau 3.7

Tableau 3.7: Les résultats des caractéristiques de chitosane.

Caractéristiques Chitosane extrait
Teneur en eau (%) 6.26

Teneur en cendre (%) 3

Teneur en lipide (%) 2

Notre carapace est caractérisée par une faible humidité liée a sa structure rigide.

Ces variations constatées dans les taux des cendres peuvent étre dues aux
différences : de la période saisonniére, de leur habitat de reproduction et de
I’environnement extérieur dans lequel le crustacé est exposé ;

Une faible coloration traduite par la présence de 2% de lipides et de pigments.

3.2.2.2. Détermination de la solubilité :

L’intérét porté a la solubilité du chitosane est justifié par la nécessité de dissoudre la
substance dans une phase aqueuse afin d’assurer une multitude d’application.

La solubilité du chitosane commercial et le chitosane extrait au laboratoire est
présentée sur le tableau 3.

Tableau 3.8: Test de solubilité du chitosane extrait et du chitosane

commercial.
Solutions Chitosane extrait Chitosane commerciale
Acide acétique Soluble Soluble
Eau Insoluble Insoluble
NaOH Insoluble Insoluble
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Le chitosane est insoluble dans 1’eau et dans les solvants alcalins concentrée ou
diluée, cette insolubilité s’explique par la grande masse moléculaire de chacune des
chaines de polymeres et aussi par la formation de liaisons hydrogenes entre les
différents groupes fonctionnels portés par chacune des unités, par contre il est soluble
en milieu aqueux acide grace a la protonation de ses fonctions amine, son meilleur
solvant est 1’acide acétique.

Nous avons vérifié la solubilité du chitosane a différentes concentration d’acide

acetique, le résultat est présenté sur le tableau 3.9.

Tableau 3.9 : Résultats du test de solubilité du chitosane extrait et

commerciale a différentes concentrations d’acide acétique.

Chitosane extrait | Chitosane commerciale
Concentration (M) | Temps (min) Temps (min)
0.1 15 4
0.05 30 10
0.04 30 15
0.03 30 20
0.02 40 Insoluble
0.01 45 Insoluble

La différence liée a la solubilité des deux types de chitosane est liée au degré de
désacétylation, lorsque le DDA est peu élevé, le chitosane est peu soluble, cette
différence

nous permet de deduire que le DDA du chitosane extrait est plus élevé que celui

chitosane commerciale, ce qui est & démontrer dans la suite de notre travail.

3.2.2.3  Détermination du degré de désacétylation et du pKa par titrage
potentiométrique

La détermination du DDA par dosage pH-métrique s’effectue selon la méthode de

(Tolaimate et al 1990). Dans cette méthode, le chitosane a été solubilisé dans une

solution d’acide chlorhydrique (HCI) (0.1M) et ensuite dosé par une solution
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d’hydroxyde de sodium (NaOH) (0.1M), la mesure de changement de pH permet de

tracer la courbe présente a la Figure 3.3. (voir Appendice A)

14
b Dosage de I'exes
d'HCl
>
10
pKa=6,06% 0,01
8
I
Q
6
4
e NH;* de chitosane
<€ >
2 {
0
0 5 10 15 20 25 30 35
Volume de NaOH (ml)

Figure 3.3 : Courbe du dosage pH métrique du chitosane extrait.

La figure 3.3 présente une courbe avec deux points d’inflexions correspond a V; et
V,, la différence de volume de NaOH entre ces deux points lié a la quantité de HCI
nécessaire pour protoner les groupements anime (NH;) du chitosane. Ainsi deux
zones sont distingués sur cette courbe, la premiére zone correspond au dosage 1’excés
de HCI et la second correspond au dosage des fonctions amine de chitosane (-NHs)
qui se déprotonés au fur et a mesure de 1’ajout de titrant (NaOH).

Le calcule du DDA du chitosane se fait selon la formule (3) et de 1’ordre de 93,36%.
Tandis que le pKa est égale au pH correspond au point de demi neutralisation ou la
concentration des groupements (-NHs) est égale a la concentration des groupements
(NH,) du chitosane, ce qui nous permet de déterminer graphiquement le pKa a partir
du premier point d’inflexion (situe entre Vi et V5).

Dans notre cas le pKa est égale 6.06 = 0.01 (Figure 3.3 et Figure 3.4)
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Figure 3.4 : dérivée seconde du dosage potentiométrique du chitosane extrait.

3.2.2.4. Mesure du degré d’acétylation par IR-TF:
Le spectre obtenu par spectroscopie Infra-Rouge pour le chitosane préparée est

comparé a celui le chitosane commerciale présente dans la Figure 3.4
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Figure 3.5 : Spectre IR-Rouge d’extrait et commerciale.
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La figure 3.5 montre que les intensités des pics entre 3000-3500 caractérise les
liaisons d’hydrogéne intermoléculaires C,-NH, ....0=C; et C¢-OH, ces derniers sont
intense dans le spectre du chitosane extrait moins que du chitosane commerciale, cette
diminution lié avec I’augmentation du degré de désacétylation.

On voit aussi des pics de I’amine I et de ’amine II correspondant respectivement a
1557 cm™ et 1625 cm™.

Ainsi que la spectroscopie IR-TF permettrait de déterminer de degré d’acétylation.
3.2.2.5. Caractérisation par diffraction rayon X (DRX) :

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

extrait et du chitosane commerciale.

Commander Sample ID (Coupled TwoTheta/Theta)
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Figure 3.6 : Diffractogramme de chitosane commerciale et extrait.

On remarque une legere différence entre les diffractogrammes du chitosane extrait et
commerciale.
Le chitosane extrait montre un pic intense de réflexion autour de 20 =20 C° dans le

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

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

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

L’indice de cristallinité atteint donc 30.14% pour le chitosane extrait et 27.36% pour

le chitosane commerciale.
3.2.2.6 Caracteérisation par microscope électronique a balayage :

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

commerciale est présentée dans la Figure 3.7 et la figure 3.8.
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Figure 3.7 : Image par microscope électronique a balayage du chitosane
commerciale & différent dimensions : 100 #M, 50 #M 20 #M
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Figure3.8 : Image par microscope électronique a balayage du chitosane extrait
a différent dimensions : 100 #M 50 4M 20 M

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

1. la taille des particules (diametre moyen): les particules du chitosane commercial

sont
de plus petites de taille que le chitosane issu d'extraction (environ 80 wm pour le
chitosane commerciale et 150-200 um pour le chitosane issu d’extraction).

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

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

4. la porosité des particules: les particules du chitosane commercial présentent de

grand
ports bien définit et des surfaces bien lisse et homogeéne, au contraire des particules

du chitosane issu d'extraction qui ne présente aucun port visible a cet grossissement
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et une surface complétement hétérogene.

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

Cette comparaison peut étre confirmée par des analyses complémentaires comme
I'étude granulométrique (pour la détermination de la distribution granulométrique
exacte et les diametres moyens) ou encore les analyses de surfaces pour déterminé la
porosité du
chitosane (la microscopie électronique a balayage a des grossissements encore plus

importants que ceux utilisés dans cette étude ou encore la BET).

3.2.2.7. Résultats d’acticité microbiologique de chitosane :
Tableau3.10 : I'activité microbiologique du chitosane a 1 %.

L'activité Concentration du chitosane 1% I'observation

Les bactéries:

Escherichia coli Non sensible (-)

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa Non sensible (-)

Bacilles Non sensible (-)

' Non sensible (-)

de champignons :

Candidas albicans Trés sensible (++)

Aspergillus fumigatus
Sensible (+)

Saccharomyces cerevisiae

Sensible (+)
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Tableau 3.11 : l'activité microbiologique du chitosane a 1.5 %.

L'activité

Les bactéries:
Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

Bacilles

de champignons :

- Candidas albicans
Aspergillus fumigatus

Saccharomyces cerevisiae

Concentration du chitosane 1.5%

I'observation

Tres sensible (++)

Tres sensible (++)

Treés sensible (++)

Treés sensible (++)
~ Tres sensible (++)

Tres sensible (++)

Tableau 3.12 : I'activité microbiologique du chitosane a 2 %

L'activité

Les bactéries:
Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Pseudomonas
aeruginosa

Bacilles

Concentration du chitosane
2%

I'observation

Tres sensible (++)
Treés sensible (++)

Extrémement sensible

(+++)

Tres sensible (++)
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de champignons : Trés sensible (++)

Candidas albicans )
_ _ Sensible (+)
Aspergillus fumigatus

Saccharomyces cerevisiae Tres sensible (++)

- L’analyse des résultats montre une grande variabilité dans I’activité biologique
du chitosane . Cette etude révele que le chitosane a 1% ne présente aucune activité
antibactérienne vis-avis des souches testées. Par contre nous avons noté une bonne
sensibilité du candida albicans et une faible résistance d’Aspergillus fumigatus et
Saccharomyces cerevisiea avec des diamétres d’inhibition respectives de 1.9 cm, 1.4
cm etl.2cm.

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

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

3.2.3. Caractérisation physico-chimique de nos formulations :

A partir de la matrice d’expériences tableau 3.6, on réalise les 14 essais de la
formulation. Ces derniers sont réalisés selon la formule et le procédé décrit.

Sur chacun des essais, des contrles visuel et de formulation sont
effectués conformément aux exigences pharmaceutiques dont les protocoles

opératoires sont décrits 3.1.3.4.

3.2.3.1. Résultat du contréle du pH et mesure de la densité :
Les résultats de mesure du pH ainsi que les densités sont regroupés dans le
tableau 3.13 :


https://fr.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae
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Tableau 3.13 : Les résultats de mesure du pH et les densités des

formulations

Essais PH Densité
1 7.75 1.030
2 7.30 1.035
3 7.26 1.006
4 7.83 1.033
5 7.54 1.010
6 7.60 1.035
7 7.47 1.015
8 7.48 1.015
9 7.65 1.025
10 7.46 1.015
11 7.40 1.015
12 7.41 1.015
13 7.90 1.035
14 7.55 1.015

D’aprés les résultats obtenus, on remarque que le pH des suspensions finales
des différents essais réalisés sont neutres, ce qui assure la non-solubilité du chitosane
dans le systeme.

D’apres les résultats de la mesure de la densité des essaies de la matrice
d’expérience réalisés en utilisant un densimétre, on na pu constater que la densité de

toutes les suspensions préparées est pratiquement proche de 1.

3.2.3.2. Résultats du test de gélification in-situ :

Des observations visuelles ont montrés que pour les 14 essais, une formation d’un gel
a été¢ constatée lors qu’on introduit ces derniers dans un milieu acide a 37°C
(simulation d’un liquide gastrique pH=1,2).

La formation du gel bien définies comme illustré dans la figure 3.9 résulte de la
réaction de complexations poly-électrolytes entre le chitosane qui un polycation et
alginate de sodium qui est un poly anion introduisant les interaction électrostatiques
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entre les deux polyméres qui se produit dans 1’environnement simulé au milieu

gastrique [37].

Figure 3.9 : Image du gel d’alginate de sodium et du chitosane.

Ce type d’interaction attractive mise en jeu par la présence d’interaction
¢lectrostatique entre les groupes carboxyle de I’alginate et le groupe amine de
Chitosane, les liaisons hydrogene entre le groupement carboxylique et le groupement
amine et des liaisons de Van der Waals existante de force de Colomb interactif qui
augmente le degré de couplage transversal la création de ces liaisons est liée a la
diminution de I’énergie libre, ce type de liaisons interviennent dans la formation

entre le Chitosane et Alginate de sodium [38].

3.2.3.3. Résultats du I’étude rhéologique des suspensions :

Nous présentant dans cette partie 1’étude des propriétés rhéologiques des différentes
suspensions Appendice B. L’évolution de la viscosité en fonction de la vitesse de
cisaillement pour différentes suspensions est représentée sur le figure 3.10, on observe
deux parties dont 1’évolution de la viscosité : un premier domaine caractéristique d’un
comportement newtonien (viscosité constante en fonction de la vitesse de
cisaillement) et un deuxiéme typique d’un systéme rhéo-fluidifiant (la diminution de

la viscosité en fonction de la vitesse de cisaillement).
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VIS 1
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vitesse de cisallement (s

Figure 3.10 :Evolution de la viscosité en fonction de la vitesse de

cisaillement pour les différentes suspensions.

Afin de quantifier I’influence de cisaillement, on se propose dans ce qui suit d’ajuster
les courbes expérimentales par des modéles rhéologiques usuels simples.

Nos données expérimentales ont été analysées a 1’aide de I’équation de Carreau et
Casson (voir Appendice B) qui ont souvent étés utilisees pour décrire le

comportement des polysaccharides en solution [39] .

La détermination des parameétres rhéologique de ces modelés est obtenue par des
méthodes d’optimisation non linéaire en se basant sur un calcul itératif.

Ces méthodes de calcul, effectué sur le logiciel STATISTICA en utilisant les
itérations Simplex, Hooke-Jeevespattern moves, et Rosenbrock pattern search, sont
intéressantes car elles évitent les minimums locaux et deviennent tres efficaces

lorsqu’elles sont combinées a la méthode de

Quasi-Newton qui a l’avantage
d’identifier un vecteur initial pour le lancement du processus itératif.

En analysant le tableau 3.6, il apparait clairement que pour les suspensions
(1.2.5.6.7.10.11.12.13.14) la viscosité au faible cisaillement a tendance a enregistrer

un palier qui se traduit par la premiére région newtonienne.
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On note toutefois I’absence de la deuxiéme région newtonienne dans certaine
suspension pour laquelle la viscosité est représentée par la viscosité a 1’état infini
Neo-
Pour les suspensions (3-4-8-9) sont pourvues d’une plasticité (présence de la
contrainte seuil 7o), c’est pour cela qu’on a présenté les courbes d’écoulement en
terme de viscosité apparente en fonction de la vitesse de cisaillement, afin d’apprécier
le comportement de ces produits au faible cisaillement est voir que la viscosité qui
tend vers 1’infinie, ce qui se traduit par un comportement plastique.

Le rhéogramme montre une courbe de viscosité en fonction de la vitesse de
déformation figure 3.11, en échelle double logarithmique, montre existence de régions
distincts[40] :

Model: V2=Vinf+B/(1+(K*V1)y*2)**n
y=(,024397)+(,137826)/(1+((-1,0462)*x)*2)**(,319963)

[ C:18
C:19

0,05 ¢

Viscosité (Pa.s)
o
f=)
(o)}

0,04 ¢t

0,03 ¢

0,02

0,5 5,0 50,0 500,0

vitesse de cissailement (s?)

Figure 3.11 : Courbe d’écoulement de viscosité de 1’essai n°01.

% Dans la premiere zone, ou le comportement est supposé newtonien, la valeur
limite de cette zone correspond a une vitesse de cisaillement est d’environ & = 0.01
s™,

Dans ce domaine, on distingue deux phénomeénes antagonistes qui coexistent,

générant ainsi un comportement newtonien avec 1, = constante.
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Une déstructuration partielle de la structure due a la présence de force de

cisaillement de répulsion sous un tres faible cisaillement (& tres petit).

forces d’attraction de Van Der Waals.

de la déstructuration et de

Une réorganisation partielle de la structure des macromolécules, due aux

la réorganisation partielle des

est alors nulle et par conséquent, la structure ne subit aucun

I’écoulement. De ce fait, la viscosité augmente et diminue en méme temps et donc reste

stable et devient constante. C’est la viscosité pour le taux de cisaillement nul. Les

autres suspensions présentant le méme profil sont présentées en (voir Appendice C).

3.2.3.4. Résultats du contréle de la stabilité des suspensions :

Les résultats de I’é¢tude stabilité¢ effectuée sur les suspensions issues des essais de la

matrice d’expériences, et cela en suivant la sédimentation de la suspension au cours

du temps, sont résumes dans le tableau 3.14.

Tableau 3.14 : Résultats de I’étude de stabilité effectuée sur les suspensions

issues de la matrice d’expérience

N° Durée de mise en stabilité des suspensions

Essai | J1 J2 J3 J4 J5 S1 S2 S3 1 Mois | 2 Mois
01 Stable [ Stable [ Instable| Instable | Instable| Instable| Instable | Instable| Instable | Instable
02 Stable | Stable | Instable| Instable | Instable| Instable | Instable | Instable| Instable | Instable
03 Stable | Stable | Stable |Stable | Stable | Instable| Instable | Instable| Instable | Instable
04 Stable | Stable [ Stable [Stable | Stable | Stable |Stable | Stable |Stable | Stable
05 Stable | Stable [ Stable [Stable | Stable | Stable |Stable | Stable |Stable | Stable
06 Stable | Stable [ Stable [Stable | Stable | Stable |Stable | Stable |Stable | Stable
07 Stable | Stable [ Stable |[Stable | Instable| Instable| Instable | Instable| Instable | Instable
08 Stable | Instable| Instable| Instable | Instable| Instable | Instable | Instable| Instable | Instable
09 Stable | Stable [ Stable [Stable | Stable | Stable |Stable | Stable |Stable | Stable
10 Stable | Stable [ Stable [Stable | Stable | Stable |Stable | Stable |Stable | Stable
11 Stable | Stable | Stable |Stable | Stable | Stable [ Instable | Instable| Instable | Instable
12 Stable | Stable [ Stable |[Stable | Stable | Instable| Instable | Instable| Instable | Instable
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Stable | Stable | Stable [ Stable | Stable | Instable

Instable

Instable
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Instable

Instable

14

Stable | Stable | Stable | Stable | Stable | Stable

Instable

Instable

Instable

Instable

Les suspensions préparées en utilisant une concentration éleveée (Valeur

maximale de D’intervalle de 1’é¢tude) Chitosane 2 g/100 ml, elles présentent une

stabilit¢ tout au long de la durée de I’étude de stabilité effectuée (2 mois), citant

I’exemple de I’essai N° 04, 06, 09, 10, et cela méme a faible concentration en

alginate de sodium

(3 g/200 ml).

v

v

Une stabilité est observée pour le cas de 1’essai réalisé a une concentration

élevée en alginate de sodium (7/100 ml) et a une concentration

intermédiaire en Chitosane.

Pour les suspensions préeparées a faible concentration en alginate de

sodium et en Chitosane (valeur minimale pour chaque ingrédient), les

suspensions (01,02), présentent une forme d’instabilité apres 48 heures

de leur préparation.

Pour le reste des suspensions préparées la stabilité est assurée d’une a

deux semaines de la préparation.

3.2.3.5 Résultats du contrdle de la stabilité des suspensions par rhéologie:

Les résultats de 1’¢tude de stabilité effectuée sur les suspensions issues des

essais de la matrice d’expériences, et cela par le test de rhéologie en tracant le

module de conservation qui correspond a 1’énergie élastique emmagasinée pendant

I’expérience (G’) exprimé en (Pa) en fonction de la fréquence angulaire exprimé en

(rad/s). représenté dans la figure 3.12. (voir appendice E).
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Figure 3.12 : Evolution du module de concervation en fonction de la

fréquence angulaire pour les différentes suspensions.

Un plateau est observé aux alentours de 0,01 a 1(rad/s) ce qui veut dire que la
fréquence est I’inverse de la période c'est-a-dire 100s, cela veut dire qu’on a une
stabilité aux cours du temps, par conséquent plus le temps augmente plus on a une

stabilité.
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Conclusion

Ce mémoire de fin d’études a eu pour objectif de faire une extraction d’un bio-
polymere biodégradable qui joue le role d’un conservateur nommé chitosane et de
mettre au point une suspension médicamenteuse a base d’un principe actif a
libération prolongée. L’extraction du chitosane nous a permis d’obtenir un produit de
qualité ultra-pure avec
Un DDA de 93% par rapport au chitosane commerciale est de 85% ce qui permet son

utilisation dans le domaine pharmaceutique.

La liaison Alginate/Chitosane s’effectue au travers des liaisons ioniques entre
les fonctions carboxylates déprotonées (chargées négativement) de I’alginate de
sodium et les fonctions amines primaires protonées du chitosane (chargés
positivement) aboutissant a la formation d’une structure tridimensionnelle dont la
porosité est liée a la densité d’enchevétrement des chaines macromoléculaires des

deux biopolymeres .

L’étude de modélisation rhéologique des suspensions par le modé¢le structural
de Carreau et Casson ont permis de dégager les parametres caractéristiques qui seront
utiles pour cerner le domaine auquel les suspensions présentent un comportement

rhéologique satisfaisant.

Une étude de stabilité de ces suspensions a été étudié par le rhéometre
MCR 302, un plateau est observé aux alentours de 0,01 a 1(rad/s) ce qui veut dire que
la fréquence est ’inverse de la période c'est-a-dire 100s, cela veut dire qu’on a une
stabilité aux cours du temps, par conséquent plus le temps augmente plus on a une

stabilité.
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Tableau : Résultat de titrage potentiométrigue
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V(ml)

0.1

0.3

0.4

0.7

0.9

1.1

1.2

13

14

15

pH

2.32

2.32

2.32

2.32

2.35

2.36

2.38

2.39

2.4

241

2.42

243

V(ml)

1.6

1.7

1.8

1.9

21

2.3

2.4

2.5

2.6

2.8

2.9

pH

2.44

2.45

2.46

2.47

2.48

2.49

2.50

2.51

2.51

2.52

2.54

2.55

V(ml)

3.3

3.4

3.5

3.8

4.1

4.2

4.3

4.4

4.6

4.8

pH

2.56

2.59

2.60

2.61

2.64

2.65

2.68

2.70

2.70

2.72

2.79

2.79

V(ml)

5.1

5.2

5.4

5.5

5.6

5.8

6.2

6.4

6.5

6.6

pH

2.83

2.93

2.94

2.96

3.04

3.18

3.24

3.46

3.57

3.72

3.83

V(ml)

6.7

6.8

6.9

7.2

7.3

7.4

7.5

7.6

7.7

7.8

7.9

pH

3.95

4.08

4.18

4.26

4.36

4.44

4.45

4.54

4.56

4.63

4.70

4.77

V(ml)

8.1

8.2

8.5

8.6

8.8

8.9

9.1

9.2

9.3

9.4

9.5

pH

481

4.83

4.92

4.95

5.01

5.03

5.06

5.1

5.19

5.23

5.27

5.32

V(ml)

9.7

9.8

9.9

10

10.1

10.2

104

105

10.6

10.8

11

111

pH

5.36

5.39

5.42

5.46

5.5

5.54

5.58

5.60

5.65

5.70

5.74

5.77

V(ml)

11.2

114

115

11.6

11.7

11.9

12

121

122

12.3

12.4

125

pH

5.79

5.82

5.87

5.89

5.95

5.98

6.03

6.06

6.09

6.12

6.14
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V(ml) [ 126 [12.8 [129 [13 [13.1 [132 [13.3 [135 [ 136 | 13.7 [13.8 [ 14
pH 6.16 | 6.19 | 6.22 | 6.24 | 6.26 | 6.28 [ 6.30 | 6.32 | 6.34 | 6.36 | 6.39 | 6.40
V(ml) [ 141 [143 [ 144 [ 145 [ 146 [ 147 [ 148 [15 [151 [ 152 [ 154 [ 155
pH 6.44 | 6.48 | 6.50 | 6.50 | 6.51 | 6.53 | 6.56 | 6.60 | 6.64 | 6.65 | 6.68 | 6.72
v(ml) [ 156 [ 15.7 [ 158 [ 159 [16.1 [ 16.3 [ 165 | 166 [ 168 [ 169 [17 [17.1
pH 6.74 | 6.76 | 6.77 | 6.78 | 6.80 | 6.85 [ 6.89 | 6.92 | 6.95 | 6.98 | 7.03 | 7.06
v(ml) [ 172 [173 [174 [175 [ 176 [17.7 [178 [179 [ 18 [18.2 [18.3 [ 184
pH 7.09 [ 712 |7.20 | 7.30 | 7.40 | 756 | 7.76 | 8.06 | 9.08 | 9.48 | 9.71 | 9.95
V(ml [185 [ 186 [18.7 [ 188 [189 [19 [19. [19.2 [19.3 [19.4 [195 | 19.6
) 1
pH [10.1 [10.2 | 104 | 105 [ 106 |10.7 |10. [ 10.8 |10.9 | 109 |[11.0 |11.0
2 9 0 4 7 2 8 |6 1 7 1 6
V(ml [19. [19.9 [20 [20.1 [20.2 [20.4 [205 [20.6 [20.7 [20.8 [21 [21.2
) 7
pH [11. [111 [111 [112 [112 [112 [11.3 [11.3 [113 [11.3 [11.3 |114
1 |5 8 2 5 8 0 3 5 7 9 1
V(ml [ 213 [21.4 [215 [216 [217 [21.8 [21.9 [22.1 [222 [ 223 [22.4 [ 225
)
pH [11.4 [114 [114 [114 [114 [114 [115 [115 |[115 |[115 [115 | 115
2 3 5 6 7 9 0 2 3 4 5 6
V(ml [ 226 [ 228 [229 [23 [231 [232 [233[235[236 [237 [238 239
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pH 115 | 115 | 116 | 116 | 116 |116 | 116 |116 | 116 | 116 |11.6 |11.6
7 8 0 1 2 2 3 4 5 6 7 8

V(ml | 24 241 | 243 | 244 | 245 | 246 | 247 | 248 | 249 |25 251 | 253

)

pH 116 | 116 | 117 (117 | 117 (117 (117 | 117 | 117 | 117 | 117 | 117
8 9 0 1 1 2 3 3 4 5 5 5

V(ml | 25,5 | 25.8 | 26 26.2 | 264 | 26,5 | 26.7 | 269 |27.2 | 274 | 275 | 27.7

)

pH 117 117 (117 | 118 | 118 |118 | 118 |118 | 118 | 118 |118 | 118
6 8 9 1 1 2 3 4 5 7 7 8

V(ml | 27.9 | 28 28.1 | 28.2 | 283 | 285 | 28.6 |28.7 | 289 |29 29.2 | 294

)

pH 118 | 118 | 119 | 119 | 119 |119 | 119 |119 | 119 | 119 |119 |119
9 9 0 0 0 1 1 2 2 3 3 4

V(ml) [ 29.7 |299 |30 301 | 303 |305 |306 |31

pH 1195|1196 | 11.96 | 11.96 | 11.97 | 11.98 | 11.99 | 11.99
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Figure : Corurbe titrage potentiométrique :
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APPENDICE B

Modeéle de Carreau :

K= Ho 1

Ho —Ho (1 + (k&))"
Avec u, : Viscosité a tg—yp  0(Pa.s)
Uoo: Viscosité a T—»  o(Pa.s)
K : Constante de Carreau

n : Exposant de Carreau

Modeéle de Casson :

Avecp, : viscosité de casson (Pa .s)
To : Contrainte seuil (Pa)

¥ :Vitesse de cisaillement (s™)
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Courbe de 1’écoulement de viscosité en fonction de la vitesse de cisaillement de
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Courbe de 1’écoulement de viscosité en fonction de la vitesse de cisaillement de
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Courbe de 1’écoulement de viscosité en fonction de la vitesse de cisaillement de
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Courbe de I’écoulement de viscosité en fonction de la vitesse de cisaillement de
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Courbe de I’écoulement de viscosité en fonction de la vitesse de cisaillement de
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Courbe de I’écoulement de viscosité en fonction de la vitesse de cisaillement de

Viscosité(Pa.s)
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Courbe de I’écoulement de viscosité en fonction de la vitesse de cisaillement de

Viscosité(Pa.s)
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Courbe de I’écoulement de viscosité en fonction de la vitesse de cisaillement de
I’essai 14

APPENDICE D

Représentation structurelle de la réaction de formation de I’ion complexe
chitosane -alginate de sodium
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Evolution du module de concervation en fonction de la fréquence
angulaire pour les différentes suspensions
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