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Résumé

L'un des objectifs de notre étude était I’obtention des nouveaux hydrogels sous forme de films
destinés a [I’utilisation dans le domaine biomédiacal, a partir des polymeéres naturels
(biodégradables) tels que le chitosane (CS), la carboxyméthylcellulose (CMC) et de protéine
de lactalbumine (a-LA). Nous avons obtenu la carboxyméthylcellulose oxydée (CMCOX) par
oxydation de la CMC en présence de périodate de sodium en vue de créer un nouveau
groupement fonctionnel, respectivement la fonction d’aldéhyde (-CH=O) capable de réagir
avec les groupements amines (-NHz) de chitosane en formant des ponts covalents de type base
Schiff (-C=N) entre les chaines de deux polymeéres. L’existence des groupes aldéhydes dans la
CMCOx a été mise en évidence par la spectroscopie FT-IR et RMN. Le degré d’oxydation
maximal est environ de 22,9%. Des films hydrogels ont été préparés a base de CS et CMCOx
par réticulation en utilisant différents rapports molaires entre les groupes aldéhydes de
CMCOx et les groupes amines de CS. L'indice de conversion des groupes amines en bases de
Schiff a partir des films d'hydrogels obtenus et la capacité de gonflement ont été déterminés.
Plusieurs parameétres d'influence ont été mis en jeu et ont été étudi€s tels que le rapport
molaire entre les groupements fonctionnels engagés en réaction, le temps et la température de
réticulation. Les films sélectionnés ont été caractérisés par les analyses de FTIR, MEB, TGA,
résistance mécanique pour ¢étudier I'effet de la variation des parameétres sur les propriétés et la
morphologie des films. La curcumine a ¢ét¢ immobilisée dans les films obtenus a base de
CS/CMCOx et on a constaté que l'efficacité d'encapsulation a été diminuée lorsque le degré
de réticulation augmente. La cinétique de libération de la curcumine a partir des films obtenus
et la perméabilité de la membrane de peau ont été évaluées in vitro dans deux solutions de pH
différentes (pH=5,5 et pH=7,4) en utilisant une cellule de diffusion Franz. L'activité
antioxydante des films chargés de la curcumine a ét¢ améliorée en raison de la présence de
CS. Les films d'hydrogel peuvent étre optimisés pour obtenir des systémes de libération avec
des applications dermatologiques. Le complexe d'inclusion du B-cyclodextrine/ curcumine a
¢té préparé pour améliorer la solubilit¢ du polyphénol dans I'eau, et augmenter sa
biodisponibilité, ceux-ci étant ensuite immobilis¢ dans des films d'hydrogels co-réticulés a
base de CS, CMCOx en présence de (a-LA). Les tests de stabilit¢ de la curcumine
immobilisée a la lumicre et aux pH confirment que la matrice polymérique des hydrogels
obtenus a base de CS/LA réticulé avec la CMCOx chargé du complexe d’inclusion assure une
meilleure protection contre la dégradation du curcumine. La cinétique de libération de la
curcumine immobilisée a partir des films CS/LA/CMCOx a été étudiée dans deux milieux de
pH différents (5,5 et 7,4).

Mots clés: chitosane; carboxyméthylcellulose oxydée; a-Lactalbumine ; hydrogel; curcumine;
systéme de libération.



Abstract

The main aim of our work was the obtaining of a new hydrogels in the form of films intended
for use in the biomediacal field, from natural (biodegradable) polymers such as chitosan (CS),
carboxymethylcellulose (CMC) and whey protein (a-LA). We obtained oxidized
carboxymethylcellulose (CMCOx) by oxidation of CMC in the presence of sodium periodate
in order to create a new functional group, respectively the aldehyde function (-CH = O)
capable of reacting with amine groups (- NH2) of chitosan by the variation of the molar ratio
in formation of covalent bridges of the schiff base type (-C = N) between the chains of two
polymers. The aldehyde groups’ presence in the (CMCOx) was demonstrated by FT-IR and
NMR spectroscopy, the maximum oxidation degree being 22.9%. Hydrogel films were
prepared based on CS and CMCOx by solvent evaporation using different molar ratios
between the aldehyde groups of CMCOx and the amine groups of CS. The amino groups'
conversion index into Schiff bases from the hydrogel films obtained and the swelling degrees
were determined. The influencing factors such as the molar ratio, the cross-linking
temperature, and time were studied. The selected films were characterized and identified by
the analyzes of FTIR, SEM, TGA and the mechanical test to study the effect of the variation
of the parameters and the morphology of the films. Curcumin was immobilized in the
CS/CMCOx films obtained using different molar ratios between the aldehyde groups from
CMCOx and amino groups from CS. Encapsulation efficiency decreases when the cross-
linking degree increases. The curcumin release kinetics from films and skin membrane
permeability were evaluated in vitro in two different pH solutions (5.5 and 7.4) using a Franz
diffusion cell. The curcumin-loaded films' antioxidant activity was improved due to the CS
presence. The hydrogel films can be optimized to obtain release systems with dermatological
applications. Inclusion complexes of curcumin with B-cyclodextrin to increase its water
solubility have been obtained, these being subsequently immobilized in co-reticulated
hydrogel films based on polysaccharides (chitosan, oxidized carboxymethyl cellulose) and
proteins (a-lactalbumin) in order to treat especially dermatological diseases. The stability tests
of curcumin immobilized to light and to pH confirm that the polymer matrix of the hydrogels
obtained based on CS / LA/CMCOx loaded with the inclusion complex has a protective role
for curcumin against degradation. The release kinetics of immobilized curcumin from CS /
LA / CMCOx films was studied in two mediums of different pH (5.5 and 7.4).

Keywords : chitosan , oxidized carboxymethylcellulose, a-Lactalbumine, hydrogel,
curcumin , release system.
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Liste des abréviations et des symboles

AA : Acides aminés

A : Absorbance

Ae : Radical antioxydant

ABS : Solutions tampons acétate

AH : Antioxydant phénolique

Ah : Acide hyaluronique.

ATG : Analyses thermogravimétriques.

CD : Cyclodextrine

CMUC : Carboxyméthylcellulose.

CMCO : Carboxyméthylcellulose oxydée

CN : Caséine

CN-k : Caséine kappa

C : Concentration

COX-2 : Cyclooxygénase 2

CS : Chitosane.

CUR : Curcumine

DDA : Degré de désacétylation (%)

DCMC : Dialdéhyde de carboxyméthylcellulose
DMF : N,N-Diméthylformamide.

DMSO : Diméthylsulfoxyde.

DPPH: 2,2’-diphényl-1-picrylhydrazyl.

DP : Degré de polymérisation.

DS : Degré de substitution.

E : Vitamine E

Ei : Efficacité en immobilisation (%)

FTIR : Spectroscopie infrarouge a Transformée de Fourier
GA : Glutaraldéhyde

GAG : Glycosaminoglycanes

G’ : Composante ¢lastique en cisaillement

G”’ : Composante visqueuse en cisaillement

IC5p : Concentration inhibitrice de 50 %

iNOS : Oxyde nitrique synthase

K : Constant pour un systéme solvant/soluté donné.
ky: Constante de vitesse de libération

M : Poids moléculaire moyen (g.mole )

MCA : Acide monochloroacétique

mcf : Masse de curcumine encapsulée dans les films.
MEB : Microscopie ¢lectronique a balayage

mi : Quantité de curcumine initiale (la masse totale)
ms : Quantité de curcumine dans le surnageant (la masse filtré)
MO: Masse initiale du film

Mt: Masse du film gonflé dans le solvant



Mt/Moo : Fraction du principe actif libéré au temps t.

Mr : La quantité de curcumine libérée dans le récepteur.

Ms : La quantité de curcumine trouvée dans la membrane de peau.
n : Exposant indiquant le mécanisme de la libération.

Na: le nombre de moles de groupements amines libres du chitosane au moment ¢ , apres la
réticulation.

Nb: le nombre de moles de groupements amines initiales libres du chitosane avant la
réticulation

NHS : N-hydroxysuccinimide.

P : La perméabilité de la curcumine des films analysés

PBS : Solutions tampons phosphate

PM : Poids moléculaire

Q; : Degré de gonflement (%)

R : Rapport molaire

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire.

s : Substance oxydée

S : la surface du film

T : Température

t : Temps de libération

ti2 : Temps de demi-réaction

TEMPO : Ion oxoammonium 2,2,6,6-tétraméthyl- 1 -pipéridine.
TPP : Tripolyphosphate de sodium

UV : Ultra-violet

Xe : un radical

Caracteres :

a: Constant pour un systéme solvant/soluté donné.
a-La : alpha-lactalbumine

B-CD : B-cyclodextrine

B (1-42) : peptide amyloide

[n] : viscosité intrinséque

Amax : longueur d’onde maximale (nm)

Unités :

C° : Degré Celsius

g : Gramme

mol : Mole

g/mol : gramme par mole
KDa : kilodalton

nm : Nanometre

A° : Angstrom

min : Minute

h : heure
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Introduction générale

La dermatologie est un domaine médical en constante évolution qui traite des maladies
de la peau, des ongles, des cheveux et des maladies systémiques, en particulier celles dont les
symptomes qui peuvent étre observés principalement sur la peau. Les maladies cutanées les
plus courantes signalées au cours de la vie d'un patient étaient les verrues, l'acné et la
dermatite de contact, suivies par d'autres formes d'eczéma. Les traitements réalisés visent a
améliorer l'aspect extérieur de la peau en traitant diverses maladies. Bien que l'incidence des
maladies de la peau soit inférieure a celle des autres maladies, elles ont un impact significatif
sur la qualité de vie, et le cancer de la peau ou les infections graves qui mettent la vie en
danger [1].

Un hydrogel est un groupe de matériaux avec de nombreuses applications
biomédicales utilisées en dermatologie. Un hydrogel est une matrice polymérique, hydrophile,
a une structure tridimensionnelle capable d’absorber une grande quantité d’eau ou de fluides
biologiques. L'un des principaux avantages des hydrogels utilisés dans le traitement local des
maladies de la peau est leur facilit¢ d’application et la possibilit¢ de réduire les effets
secondaires des médicaments immobilisés. Lors de l'administration topique (cutanée), le
médicament pénétre d'abord dans la couche cornée, puis plus profond dans I'épiderme jusqu'a
ce qu'il atteigne le derme, ensuite il est absorbé dans la circulation systémique par
microcirculation cutanée [2].

L'administration locale du médicament dépend de nombreux facteurs, y compris les
propriétés de barriére cutanée, les propriétés physico-chimiques du composé thérapeutique
incorporé et le systéme d'administration utilis€. En raison de la propriété des hydrogels
d'absorber de grandes quantités d'eau, ces biomatériaux ont ¢été initialement congus comme
des systémes d'administration de médicaments hydrophiles. Des recherches sont actuellement
menées sur le développement de nouvelles matrices polymeres capables d'incorporer des
médicaments hydrophobes pour traiter un large éventail de maladies dermatologiques [3]. Les
interactions médicamenteuses avec le systéme d'administration et la libération contrdlée et
prolongée des médicaments immobilisés a travers la peau sont essentielles pour l'efficacité
des médicaments dans les applications topiques. Ce type d'application de substance
médicamenteuse permet d'obtenir une concentration thérapeutique dans les différentes
couches de la peau situées dans la zone d'application. Dans le méme temps, la concentration
sérique est faible, ce qui entraine une diminution des effets secondaires du médicament [4, 5].

Des polymeres synthétiques et naturels sont utilisés pour obtenir des biomatériaux a
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base d'hydrogels aux proprié¢tés mécaniques et thérapeutiques améliorées. Les polymeres
naturels (polysaccharides et protéines) ont suscit¢é beaucoup d’intérét en raison de leur
utilisation comme précurseurs pour 1’obtention des hydrogels avec de nombreuses
applications potentielles. Les polysaccharides sont les plus souvent utilisés en raison de leurs
propriétés de biocompatibilité, biodégradabilité, la non toxicité, les similitudes de leurs
propriétés physiques avec les tissus naturels, et leurs groupes fonctionnels pourraient étre
modifiés. Toutes ces propriétés font des certains composés macromoléculaires des candidats
idéaux a lI'¢laboration et la conception des matrices ou des systemes complexes pour
l'inclusion et la libération controlée des médicaments qui nécessite l'utilisation de précurseurs
avec des propriétés favorables au contact avec le tissu humain. Une caractéristique essentielle
des hydrogels a base de polyméres naturels est leur faible immunogénicité [6], ce qui lui
permet d'étre utilisé dans des applications biomédicales et pharmaceutiques [1,7]. En général,
les objectifs de libération controlée sont les suivants: protéger le médicament contre la
dégradation, augmenter la demi-vie et la biodisponibilité de certains médicaments, améliorer
les effets thérapeutiques, réduire les effets secondaires du médicament ainsi que de réduire le
colit de la recherche pour identifier une nouvelle cible moléculaire thérapeutique [8].

Les polysaccharides offrent une large gamme de fonctionnalités polyvalentes et une
diversité structurelle en raison de leur poids moléculaire variable et de nombreux groupes
fonctionnels (amine, carboxyle, carbonyle et hydroxyle) sur la chaine principale [9]. Ces
groupes hydrophiles déterminent une solubilité accrue dans l'eau et renforcent leurs
caractéristiques de bioadhésivité. Par exemple, le chitosane (CS) est un polyélectrolyte, le seul
polysaccharide avec une charge positive (polycation), qui lui permet d’étre attaché¢ a des
couches muqueuses chargées négativement par des interactions électrostatiques [10]. Le
chitosane (CS), un polysaccharide cationique naturel composé d'unités glucosamine et N-
acétylglucosamine liées par des liaisons P (1-4) glycosidiques, est obtenu par le procédé de
désacétylation alcaline de la chitine [11,12]. L’apport de propriétés physicochimiques tres
favorables, de sa biocompatibilité, sa biodégradabilité, sa faible toxicité, et sa mucoadhésivité
[13,14], ce qui fait ce polysaccharide et bien connu pour un candidat privilégié pour
I’encapsulation de molécules bioactives. Le CS a des propriétés réactives et peut étre
facilement fonctionnalisé grace aux groupes hydroxyle et amine trouvés en grand nombre le
long de sa chaine et permet la réaction avec différents agents de réticulation. Les aldéhydes
sont des agents de réticulation chimiques couramment utilisés pour préparer des hydrogels a
base de CS. Des macromolécules contenant des aldéhydes peuvent étre formées une liaison

imine avec les groupes amines dans le CS pour donner un hydrogel biocompatible.
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Les aldéhydes sont des agents de réticulation chimiques couramment utilisés pour
préparer des hydrogels a base de CS. Des macromolécules contenant des aldéhydes peuvent
former une liaison imine avec les groupes amines dans le CS pour donner un hydrogel
biocompatible. Par exemple, le poly(éthyléne glycol) dialdéhyde a été utilisé pour obtenir un
hydrogel de CS avec une structure poreuse [15] et il a été démontré qu'il améliore les
propriétés mécaniques de la matrice polymére lorsque la concentration d'agent de réticulation
augmente [16,17]. Ainsi, bien que 1'aldéhyde glutarique agit comme un agent réticulant [18],
mais qui provoque souvent des cytotoxicités neurologiques [19]. Dans le but d’¢liminer et
éviter cette toxicité, nous avons orienté nos recherches vers la conception de supports naturels
a base de polysaccharides (carboxyméthylcellulose (CMC) et le chitosane (CS)) en but de
remplacer les agents de réticulation a petites molécules pour éviter leur toxicité [20]. La
CMC est un dérivé de la cellulose, il est produit au niveau industriel a un prix réduit. De ce
fait, c’est un polymere déja trés utilis€é pour des applications pharmaceutiques. L hydrogel a
base de CS et de CMC possede des caractéristiques propres de grand intérét. On peut donc
facilement moduler les parametres structurels du gel par combinaison avec la CMC qui est un
polyanionite en obtenant des complexes polyélectrolytiques. Les composés carbonylés
naturels, y compris les polysaccharides partiellement oxydés, sont une alternative préférée
comme agents de réticulation, cela augmente le domaine d'application des hydrogels obtenus
[21].

L’originalité de cette recherche est de mener ces études sur un hydrogel particulier a
base de chitosane réticulé avec la carboxyméthylcéllulose oxydé (CMCOXx). L’obtention de
CMCOx se base sur la modification du CMC par oxydation avec I’obtention des groupements
carbonyles. Par ailleurs, le chitosane peut étre associé et connecté au CMCOX pour former de
réseaux interpénétrés de CS/CMCOx par des liaisons strictement covalentes ; comme ¢a une
gamme variée des hydrogels avec des propriétés importantes ont été obtenus par la variation
du rapport molaire entre les groupements amines (-NHz) du CS et les fonctions aldéhydes (-
CH=0) de CMCOx afin qu'ils interagissent les uns avec les autres pour former des bases de
Schiff (-C=N) entre les chaines de deux polymeres [22]. Nous avons choisi la CMCOx
comme agent réticulant parce qu’il est biologiquement inerte, biocompatible et de faible
toxicité et la réticulation est décrite d’une maniere simple dans la littérature. Donc I’intérét de
ce travail est de concevoir des hydrogels permettant 1’inclusion et la libération controlée des
médicaments ; la curcumine a été choisie comme un type de principe actif en raison de ses

propriétés thérapeutiques remarquables et de son fort caractere antioxydant [23,24].
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L'objectif principal de cette thése de doctorat intitulée "Hydrogels a base de
polysaccharides portant des médicaments et leurs applications dans le traitement de
certaines affections de peaux" constitue, évidemment, l'obtention de nouveaux systémes
d’hydrogels qui permettent un meilleur contréle de la cinétique de libération du principe actif.
La réalisation de cet objectif général suppose la résolution de trois sous-objectifs spécifiques :

1. Le premier de ces objectifs est basé¢ sur la modification chimique qui représente
I’oxydation de la carboxyméthylcéllulose (CMC) par périodate de sodium. Les dérivés oxydés
(CMCOx) ont été obtenus en convertissant les groupes 1,2-dihydroxyle du motif du polymere
en groupes dialdéhyde en C2 et C3 sans réactions secondaires significatives, sous 1’action de
NalOs. Dans cette partie, les techniques spectrales de FTIR et de RMN ont ¢été utilisées pour
identifier la structure du polysaccharide modifié. La réaction de titrage avec Na>S,03 a ¢€té
utilisée pour déterminer les teneurs en groupes aldéhydes ainsi que le degré d'oxydation du
polysaccharide. Le poids moléculaire de la CMCOx a été déterminé par la méthode
viscosimétrique. La CMCOx a été sélectionnée comme agent de réticulation pour former des
hydrogels biocompatibles capables d'inclure et de controler et libérer les principes bioactifs
immobilisés. Afin d’obtenir les hydrogels, la température de réaction, le rapport molaire entre
CS et CMCOx (pratiquement, entre le nombre de moles de groupes -NH; et -CH = O), et le
temps de réticulation sont des parameétres dont l'influence a été étudiée [25].

2. Le deuxiéme objectif consiste a I’obtention des films a caractére d’hydrogel réticulés
de manicre covalente a partir de CS et la CMCOx, chargés de curcumine. Ces films hydrogels
¢laborés ont été sélectionnés et caractérisés par les différentes techniques telles que la
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR), la spectroscopie de résonance
magnétique nucléaire (RMN), la microscopie ¢électronique a balayage (MEB), I’analyse
thermogravimétrique (ATQ) et la résistance mécanique...

Des différentes méthodes de caractérisation classiques permettent de définir entre les
films d'hydrogel obtenus, ceux ayant une capacité importante de rétention d'eau, et une
meilleure porosité pour l'encapsulation et la libération controlée du principe actif. La
cinétique de libération et la perméabilité de la curcumine a partir des hydrogels obtenus ont
¢té étudiées sur la peau de poulet utilisée comme membrane dans deux milieux de pH
différents, a pH = 5,5 et pH = 7,4 & 37 °C jusqu'a I'équilibre en utilisant une cellule de
diffusion Franz. L'activité antioxydante, exprimée par IC50, des films d'hydrogels avec ou
sans curcumine encapsulée a été¢ déterminée.

3. Le dernier objectif est de concevoir des hydrogels a base de CS/LA/CMCOx chargé

par le complexe d’inclusion de curcumine/f-cyclodextrine. Ce complexe a été réalisé afin
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d’augmenter la solubilité de la curcumine et pour la rendre soluble méme dans 1’eau, ce qui
aura pour effet I’augmentation de sa biodisponibilité. Les tests de stabilité de la curcumine
immobilisée a la lumiére et aux pH ont été examinés. Les hydrogels obtenus sont sensibles au
pH et ont la capacité d'encapsuler et de libérer le principe actif. [25]

Ce manuscrit est divisé en deux sections : Dans la premicre, nous présentons une
recherche bibliographique sur trois thémes : Notions générales sur les polysaccharides,
I’obtention des hydrogels et leurs utilisations dans la bioapplication, la curcumine et ses
propriétés ainsi que les systémes a libération contrélée des principes actifs. La deuxieéme
section est représentée par la partie expérimentale, constituée de trois chapitres et consacrée
aux méthodes de travail (les protocoles de préparation des échantillons, la syntheése et la
caractérisation des films hydrogels obtenus, I’étude de I’inclusion et la cinétique de la
libération des principes actifs).

La these démarre par une introduction générale qui est destinée a décrire et exposer
le probleme considéré, donner une idée sur son importance et préciser 'objectif de cette étude.
Le premier chapitre comporte deux parties: la premiere est basée a une étude
bibliographique ou nous nous attacherons a décrire des notions générales sur les
polysaccharides et ses propriétés physico-chimiques ainsi que ses principales applications.
La deuxiéme partie porte sur la connaissance de la modification chimique des polysaccharides
en vue de leur transformation dans les dérivés hydrosolubles pour 1’obtention des hydrogels
utilisés ainsi qu’une ¢étude de la description des différentes méthodes d’oxydation des
polysaccharides surtout la méthode d’oxydation de CMC en présence du périodate de sodium.
Le second chapitre sera consacré sur ’obtention des hydrogels sous forme de films, a base
de polysaccharides et des protéines et leurs utilisations pour de bioapplications ainsi la
description de différentes techniques de synthése des films hydrogels. Le troisiéme chapitre
représente un apercu général sur la curcumine : structure, propriétés, activité biologique,
avantages et désavantages. Au quatriéme chapitre, nous avons exprim¢ les matériels utilisés
et les protocoles expérimentaux, les méthodes opératoires suivies pour I’identification, la
préparation ainsi la caractérisation et les études biologiques des matériaux élaborés. Nous
présenterons les cinétiques des réactions d’oxydation ainsi que les différentes techniques
physico-chimiques des films hydrogels obtenus. Au cinquiéme et dernier chapitre, nous
avons analysé et discuté en illustrant les résultats expérimentaux obtenus.

Enfin, une conclusion générale récapitule les principaux résultats obtenus au cours de
ce travail ainsi que des recommandations futures pour une éventuelle amélioration,

notamment vis-a-vis d’une utilisation des films hydrogels a une plus grande échelle.
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Chapitre I Apercu général sur les polysaccharides et leurs modifications chimiques

I.1. Introduction

Les polymeéres naturels issus de ressources renouvelables de plantes, d’algues ou
d’animaux sont des biopolymeéres. Ces polyméres sont utilisés pour des applications
médicales et incluent principalement deux catégories de molécules : les polysaccharides
comme, le chitosane, I’alginate, la carboxyméthylcellulose, ou encore certains dérivés de la
cellulose ainsi que des protéines telles que la lactalbumine, la caséine et la gélatine ect.....

Les polymeres naturels suscitent ces derniéres années un grand intérét vu I’importance
de leur utilisation dans des domaines d’applications diverses. Les mélanges de biopolymeéres
de type protéine/protéine, protéine/polysaccharide, polysaccharide/polysaccharide et autres,
aussi bien que leur modification structurale par des voies chimiques ou physiques permettent
a ’aboutissement a de nouveaux biomatériaux dont les propriétés recherchées peuvent étre
optimisées.

Dans notre recherche bibliographique, nous nous proposons de faire un passage en
revue de principales polysaccharides et protéines car ils représentent nos matrices
polymériques étudiées pour préparer des films hydrogels dans le cadre de la réalisation de
cette thése de Doctorat. Dans cette présentation, nous ne décrirons que les principaux
polyméres ayant déja fait 1’objet d’études en tant que matériaux supports pour les

médicaments, pour traitement de certaines affections de la peau.
I.2. Les polymeéres naturels (biopolymeéres)

Les polymeres naturels sont des matériaux synthétisés par les étres vivants : végétaux,
animaux et microorganismes. Ces polymeres sont utilisés pour des applications médicales et
la famille la plus importante est celle des polysaccharides comme 1’amidon, la cellulose,
I’alginate ou le chitosane, certaines dérivés obtenues par la modification chimique des
polysaccharides [26]. Une autre famille est constituée par les protéines qui sont issu des
plantes oléagineuses (colza, tournesol, soja), des protéagineux (pois, féveroles), du son des
céréales (gluten du bl¢), de tissus animaux (collagene, gélatine) ou de produits animaux

(lactalbumine, caséine ...etc).
L.3. Généralités sur les polysaccharides

Les polysaccharides sont des macromolécules complexes que I’on retrouve dans tous
les regnes (végétal, animal et bactérien). La cellulose est le principal polysaccharide de

structure des végétaux, c'est le matériel naturel le plus abondant et renouvelable [27].
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Les polysaccharides sont des polymeéres naturels synthétisés par des organismes
vivants. Ils entrent dans la composition de la plupart des cellules aussi bien animales et
végétales que microbiennes. La cellulose, I’amidon ou le chitosane sont les polysaccharides
les plus connus [28]. Leurs unités de base sont représentées sur la figure I.1.

L’utilisation des polysaccharides d’origine végétale est largement déployée dans
I’industrie agroalimentaire, cosmétique, pharmaceutique, I’agriculture et, plus récemment, les
biotechnologies [29]. Actuellement, les polysaccharides font I’objet de recherche et
développements importants, différentes études étant consacrées a leur usage sous forme de
films hydrogels. Une classification chimique permet de distinguer deux grands types de
polysaccharides:

e les homopolysaccharides formés d’un seul type de monosaccharide;
e les hétéropolysaccharides constitués de plusieurs unités d’oses différents.

Les polysaccharides sont une forme de glucides appelés aussi sucres, glucanes ou
polyosides ; ils sont formés par la condensation d'unités glucidiques [30]. Ils peuvent étre
utilisés comme des épaississants, stabilisants, filmogenes, agents de suspension, floculants,
gélifiants, agents d’aération, lubrifiants, liants, émulsifiants, agents de texture et de

structuration.

Amidon Chitosan

Cellulose

Figure 1.1 : Formules chimiques de ’amidon, du chitosane et de la cellulose, n indique le
degré de polymérisation, les atomes de carbone des unités glucosidiques de la cellulose sont

numérotés de 1 a 6.
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La chaine moléculaire des polysaccharides est constituée de monomeéres glucides,
appelés « oses », connus également sous nom de sucres. Les glucides sont des composés
contenant entre 3 et 9 atomes de carbone, un groupement carbonyle (aldéhyde ou cétone) et
plusieurs groupements hydroxyles.

Pour former une chaine de polysaccharide, il faut que les oses qui comportent un
groupement aldéhyde et plus de 4 atomes de carbone soient en forme cyclique et non pas
linéaire. La formation d’un cycle est possible en milieu acide grice au process de
tautomérisation entre 1’aldéhyde et un alcool présent sur la méme molécule. Cette réaction
conduit encore une fois a deux isomeres, dits anomeres a et 3, qui différent par la position

d’un groupement hydroxyle (situe au carbonl) par rapport au cycle (voir figure 1.2).

Figure I.2 : D-glucose en forme linéaire et deux formes cycliques possibles : anomere a-D-

glucopyranose (en haut) et f-D-glucopyranose (en bas).

Parmi les polyélectrolytes, on retrouve principalement les polysaccharides cationiques
(chargés positivement) sont beaucoup plus rares, citons le chitosane qui possédent des
fonctions amine facilement protonables mais qui est un polysaccharide artificiel obtenu apres
traitement (hydrolyse) de la chitine neutre et insoluble dans I’eau. Les polysaccharides
anioniques (chargés négativement) portant sur leur squelette carboné des fonctions acide
carboxylique tels que I’alginate ou l’acide hyaluronique mais aussi parfois des fonctions
sulfates comme les carraghénanes. D’un point de vue structural, les polysaccharides peuvent
étre soit linéaires tels que le pullulane, le chitosane et I’acide hyaluronique, soit ramifiés tels

que I’amylopectine, le dextrane et le xanthane [31].
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1.4. Polysaccharides utilisés pour I’obtention des hydrogels pour bioapplication

Les hydrogels a base de polysaccharides ont capté de plus en plus l'intérét des
chercheurs durant la derniére décennie grace a leurs propriétés intrinséques en adéquation
avec les applications médicales potentielles. Leur biocompatibilité, la capacité de libération
des composés hydrosolubles et & moduler leurs propriétés physico-chimiques permettent la
génération de nouveaux biomatériaux avec des applications dans le domaine de la libération
contrdlée des médicaments. En général, les polymeéres utilisés sont hydrophiles et présentent
des propriétés physico-chimiques intéressantes pour leur utilisation dans les applications
biomédicales. Parmi eux, le chitosane (CS) et la carboxyméthylcéllulose (CMC) seront
traités ci-dessous, parce qu’ils représentent les matériaux utilisés dans le cadre de cette these;
les méthodes d'obtention seront présentées, puis leurs propriétés et les applications dans

lesquelles ils sont utilisés a présent.

1.4.1. Chitosane
I.4.1.1. Origine et structure

Le chitosane (CS) est un polysaccharide cationique naturel, obtenu dans l'industrie par
désacétylation de la chitine [32], biopolymere extrait de I'exosquelette des crustacés, des
mollusques, des insectes et de certaines familles de champignons [33]. Le chitosane est
considéré comme appartenant a la famille des glycosaminoglycanes (GAG), une sous-
catégorie des polysaccharides, la seule qui offre de la bio-activité, aspect trés important en ce
qui concerne les applications biomédicales [34]. La chitine est un homopolymeére composé de
-(1,4) N-acétyle-D-glucosamine et le chitosane est un polymére composé de glucosamine et
N-acétyl-glucosamine (figure 1.3). Son immunogénicité est trés réduite méme si l'azote est
présent dans la molécule [35].

Le chitosane présente un intérét dans le domaine de la libération des médicaments a cause de
leur excellente qualité de biocompatibilité, biodégradabilité et non toxicité [36]; on ajoute a

ces propriétés son caractére antimicrobien.
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Figure 1.3 : Comparaison des structures de la chitine (a) et du chitosane (b).

De nombreuses méthodes ont été développées afin de séparer la chitine a partir des
exosquelettes. De maniére générale, elles consistent a ¢€liminer les €léments minéraux
(déminéralisation), les protéines (déprotéinisation) et la couleur (blanchiment) [37] (figure
[.4). Le chitosane présente une capacité de fonctionnalisation tres variée ce qui I'amene a étre
utilisé¢ dans une grande gamme d'applications (libérations de genes [35], libération contrdlée
de médicaments [38], ingénierie tissulaire [39], des applications ophtalmiques ou des lentilles
de contact [40], hygiéne orale [41], agent anticoagulant [42], adjuvant anti tumoral [43]). Il
peut étre formule comme microparticules, bandages, films ou éponges. Le choix du chitosane
comme matériau de base n'est pas dii au hasard mais a la possibilit¢ de contrdler ses
propriétés biologiques et physicochimiques [40,44].

La teneur en unité glucosamine est caractérisée par le degré de désacétylation (DDA).
En fonction de la source de laquelle le polymeére a été obtenu et la méthode de préparation, la
masse molaire du chitosane peut varier entre 300000 et 10° g.mol!, et DDA entre 30% et
95% [45]. La masse molaire et le degré d'acétylation sont aussi des facteurs déterminants
des propriétés biologiques et physico-chimiques observées. A partir du moment ou le degré de
désacétylation dépasse 50%, le chitosane devient soluble dans des solutions aqueuses acides

diluées (acide acétique, acide formique et acide lactique) [33].
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Carapaces de Crustacés

-
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Déminéralisation HCI 4% , 36h
NaOH 10%, 72h,
Déproténisation 65 -100°C
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Figure 1.4 : Procédé¢ de la fabrication de chitine et chitosane [46, 47].

Le chitosane, base faible, est soluble dans des solutions diluées d'acide lorsque le pH
est inférieur a 6 (car le pKa du groupement amine dans le chitosane et de l'ordre de 6,2),
méme s'il présente une structure cristalline et quelques interactions hydrogeéne [48]. En
fonction de I'origine de la matiere premicre et du type d'extraction, le chitosane présente une
certaine cristallinité et du polymorphisme. La cristallinité est maximale pour la chitine (0%
déacétylé) et le chitosane déacétylé completement (100% déacétylé) [49].

Le chitosane présente trois groupes fonctionnels réactifs, c'est a dire un groupe amine
primaire en position C-2, deux groupes hydroxyle dans les positions C-3, et C-6
respectivement [50, 51]. A cause de ces groupes fonctionnels le chitosane peut étre facile a
modifier en fonction des propriétés visées. Quelques réactions chimiques de modification du
chitosane sont l'acylation, la désacétylation, l'alkylation, I'hydrolyse de la chaine principale, la

formation de bases de Schiff ou la copolymérisation par greffage.
1.4.1.2. La structure et propriétés du chitosane

Le chitosane peut étre représenté par une structure chimique qui correspond a des
séries de copolymeres liés par des liaisons ~-(1-4) ou I'un ou l'autre des deux groupements -
NHz, -NH-, CO- et CHs est présent sur le carbone-2 de chaque unité glycosidique. Le
chitosane est un polymeére cationique avec des propriétés multifonctionnelles. 11 est
biocompatible [52], biodégradable et mucoadhésif. Il présente aussi des propriétés d'échange

d'ions et antimicrobienne [53].

11



Chapitre I Apercu général sur les polysaccharides et leurs modifications chimiques

a) Viscosité

La viscosité est une caractéristique importante du chitosane concernant son
comportement en solution. Cette caractéristique est liée a la conformation des chaines
macromoléculaires en solution. Plus il est désacétylé, plus il y a de groupements amines
libres, plus le chitosane est soluble. La viscosité¢ du chitosane dépend également de plusieurs
parameétres telques : du degré d’acétylation de ce polymére , de la concentration du polymere
(elle augmente avec la concentration), de la température, du poids moléculaire (la viscosité
intrinseque augmente en fonction de ’augmentation du poids moléculaire) [54] et enfin du pH
(plus le pH est bas , plus la viscosité est €levée). Comme pour les autres polysaccharides, la

viscosité chute lorsque la température augmente.

b) Solubilité

Le chitosane sous forme -NH: est insoluble dans I'eau, dans les acides concentrés, les
bases et les solvants organiques. En effet, il est soluble dans les acides dilués grace a la
protonation de ses groupes amines. La solubilité du chitosane dépend de la valeur de degré
d’acétylation (DDA), de la force ionique, du pH, de la nature de l'acide utilis¢ et de la
distribution des groupes acétyles le long de la chaine macromoléculaire. En général, un
chitosane avec un DDA supérieur a 70 % présente une solubilité ¢élevée.
Le chitosane se comporte comme un polyélectrolyte cationique de forte densité de charge en

solution acide dilué.

Chit-NH; + H;0" Chit-NH;" + H,O [55]
Ka= [-NH:]. [H30"] / [NH3"]

Le pKa va également dépendre du degré d’acétylation (DDA) et de la masse moléculaire,
mais en général il est autour de la valeur limite du pKa = 6,5 [56, 57]. Il dépend
particuliérement au degré de neutralisation des groupes NH3". Dans un acide dilué (acide
acétique, acide chlorhydrique, acide lactique, etc...), la protonation des groupements amines
produit une destruction de la structure cristalline, un gonflement et une solubilisation du
polymere. Plus le milieu est acide, plus les groupements amines sont protonés, donc cela

favorise la solubilité de chitosane.
¢) Cristallinité

La cristallinité est un paramétre important car elle contrdle un certain nombre de
propriétés comme l'accessibilité des sites internes dans les chalnes macromoléculaires, les

propriétés de gonflement dans 1'eau ou encore les propriétés diffusionnelles.
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La cristallinité est, en général, déterminée par des mesures de diffraction de rayons X. En fait,

le chitosane est généralement une substance semi-cristalline [58].
d) Biodégradabilité

La biodégradation et la biorésorption du chitosane sont assurées par des enzymes qui
I’hydrolysent en oligoméres. Le chitosane peut étre dégradé par les amylases des plantes, des
champignons et de 'humain. Il est aussi sensible a 1'action des lipases des animaux et des
plantes. Chez I’homme et les mammiferes, ce réle est assumé principalement par des
lysozymes qui dégradent les liaisons B(1-4) glycosidiques des unités N-acétylglucosamine en
des résidus N-acétylglucosamine et Dglucosamine, métabolisés ensuite dans 1’organisme. Un
chitosane de DD 50 % est ainsi facilement dégradé in vivo dans le sang et les tissus, sans

accumulation dans le corps [58].

e) Biocompatibilité

La biocompatibilit¢ d’un polymere 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). Il est bio-résorbable avec des cinétiques faibles et contrdlées.
La biocompatibilité du chitosane est caractérisée principalement par trois propriétés : sa non
toxicité, sa cytocompatibilité et son hémocompatibilité [58].
La toxicité du chitosane en solutions de concentrations entre 0,003 et 0,025 % peut étre
considérablement diminuée suite a la fonctionnalisation du chitosane avec des groupements
méthoxy-polyéthyléne glycol [59]. La toxicité a été directement liée a la densité de charge et a

l'arrangement spatial des résidus cationiques du chitosane.

f) Bioadhésion

Une des propriétés intéressantes du chitosane est sa mucoadhésivité conférée par sa
capacité d'établir des liaisons ioniques ou des ponts dhydrogéne avec la mucine. La
mucoadhésion permet une plus longue résidence des matrices a base de chitosane dans la
région ciblée, et ensuite une meilleure stabilit¢ et assimilation de la substance active.
L'interaction du chitosane avec deux différents types de mucines, un obtenu des glandes
submaxillaires des bovins a été étudiée dans l'eau distillée et dans 1'acide chlorhydrique (0,1)
M [60]. Cette interaction a été trouvée dépendante des ratios chitosane : mucine, du milieu

d'hydratation et du type de la mucine, suggérant des différentes réactions équilibrées.
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g) Activité antimicrobienne

Le chitosane présente une activité antimicrobienne face aux différents groupes de
microorganismes, bactéries, virus, champignons, et levures [61, 62]. En général, les
moisissures et les levures sont les plus sensibles au chitosane suivies des bactéries. Seule, la
fraction soluble en milieu acide (pH 5,5) présente une capacité antimicrobienne, aux pH
supérieurs, le biopolymére est insoluble, ce qui se traduit par une perte drastique de son
efficacité [63].

L'activité antibactérienne du chitosane serait due essentiellement a la charge positive
du chitosane qui interagit avec les phospholipides membranaires chargés négativement , ce
qui crée une perturbation au niveau de la membrane avec une diminution des échanges de
nutriments entre la bactérie et le milieu extérieur entrainant la mort cellulaire. Cette activité
est influencée par de nombreux facteurs incluant l'origine biologique du chitosane, le

pourcentage de désacétylation, le degré de polymérisation ou le poids moléculaire (PM).

1.4.1.3. Paramétres influencant les propriétés des films de chitosane

Pour les applications biomédiacales , le chitosane est utilisé surtout sous forme de

films et particules, les propriétés des films dépendent de plusieurs facteurs:

a) Masse moléculaire moyenne

La masse moléculaire moyenne de chitosane peut étre déterminée par différentes
techniques telles que la viscosimétrie [64], la chromatographie d'exclusion stérique [65] et la
diffusion de la lumiere. La séparation du chitosane des oligomeres du chitosane peut étre
effectuée par ¢électrodialyse [66].
Chen et Hwa.(1996) [65] ont étudié I’effet de masses molaires du chitosane (240 a 410
kg/mol) sur les propriétés mécaniques et barrieres des films. Plus la masse molaire du
chitosane augmente, plus la contrainte a la rupture augmente et inversement la
perméabilité a la vapeur d’eau diminue. Ces résultats sont comparables a ceux de Sarasam et
Madihally. (2005) [67] qui ont comparé trois différentes gammes de masses molaires du
chitosane (50-190 kg/mol ; 190-310 kg/mol ; > 310 kg/mol).
La masse moléculaire moyenne du chitosane est caractérisée par viscosimétrie, il est
nécessaire de connaitre les parametres K et a de la relation de Mark-Houwink et Sakurada (éq

IV.2).
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b) Degré de désacétylation
Le degré de désacétylation (DDA) d’acétylation est une des caractéristiques les plus
importantes du chitosane. Il peut influencer les propriétés physiques, chimiques et biologiques
du chitosane, telles que la solubilité, la cristallinité¢, la biodégradabilité et I'activité
antimicrobienne [68]. Plusieurs méthodes ont été développées pour déterminer le degré de

désacétylation DDA du chitosane. Ces méthodes sont classées en trois catégories:

» Meéthodes spectroscopiques : spectroscopie IR, RMNu, RMNci3, RMNnis et UV.

» Meéthodes classiques : divers types de titrage, dosage pH métrique , conductométrie,
potentiométrie. ..

» Meéthodes destructives : analyse élémentaire, hydrolyse acide ou enzymatique de la
chitosane et suivie de la mesure DDA par colorimétrie ou chromatographie liquide haute
performance et analyse thermique par calorimétrie différentielle.

¢) Nature de solvant

Le chitosane est soluble dans les milieux acides dilués par protonation des
groupements amines. Les acides les plus fréquemment utilisés sont les acides acétique,
formique, lactique, propionique et malique. Caner et al. (2006) [69] ont étudi¢ Deffet de
plusieurs acides sur les propriétés mécaniques et barriére du chitosane. Il a été¢ démontré que
I’acide acétique est le meilleur solvant pour obtenir des films de chitosane ayant de bonnes
propriétés mécaniques et barricre.

Des résultats similaires ont été obtenus par Park et al. (2001) [70] pour I’acide acétique,
I’acide citrique, I’acide lactique et I’acide malique. Par contre, ils ont rapporté que
I’¢longation du film de chitosane obtenu d’une solution d’acide acétique est beaucoup plus
faible, 4,1 % au lieu des 32,2% obtenus par Caner et al. (2006). Néanmoins, les films obtenus
avec I’acide acétique possedent les propriétés barrieres a la vapeur d’eau et la contrainte a la
rupture les plus performantes. Ainsi, I’acide acétique est utilisé comme le solvant du chitosane

dans la majorité des études [71].

1.4.1.4. Les applications actuelles du chitosane et de ses dérivés

Le chitosane est biocompatible, biodégradable et non toxique. Il trouve donc des
applications dans plusieurs domaines (santé , agriculture, ...) en mettant a profit ses diverses
propriétés spécifiques. Son utilisation dans les secteurs économiques comme les industries
alimentaires, cosmétiques, pharmaceutiques ou agricoles [72], est représenté dans le tableau

I.1. Sur le plan de la recherche, les hydrogels de chitosane sont néanmoins tres étudiés pour
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des applications dans le domaine pharmaceutique et biomédical, notamment pour la

libération de molécules actives [73] en raison de sa biocompatibilité présumée.

Tableau 1.1 : Quelques applications du chitosane (adapté de [74]):

Champs d’applications Applications

Meédecine Accélération de la cicatrisation et guérison des blessures

Systémes polymére-médicament a libération contrdlée

Chirurgie plastique Stimulation de la régénération des tissus

Ingénierie tissulaire Reconstitution de la peau, régénération osseuse

Matériel absorbable avec contrdle de libération de principes
Pharmacie actifs, lentilles de contact

Adjuvant de vaccination

Chirurgie dentaire Implants dentaires

Dermatologie Crémes de soins et de traitement de l'acné
Traitement des eaux Diminution de turbidité et des odeurs , bactéricides
Alimentaire Agent de conservation, enrobage protecteur (fruits)
Agriculture Libération de fertilisants et nutriments

Les multiples propriétés biologiques expliquent pourquoi le chitosane a été évalué,
sous différentes formes (films, éponges, tubes, hydrogels et membranes), dans le cadre de
diverses applications biomédicales et pharmaceutiques [75,76]. A titre d’exemple, il a ainsi
été suggéré qu’il puisse favoriser la cicatrisation, notamment lorsqu’il est associ¢ a du
collagéne [77]. La commercialisation du chitosane dans le domaine médical reste toutefois
limitée a ses formes non modifiées et principalement pour des applications liées a ses
propriétés hémostatiques [78] et bactériostatiques [79]. On retrouve ainsi ces dispositifs

médicaux sous forme de granule, de film, d’éponge, de bande et de matériau non-tissé [76].
1.4.2. Carboxyméthyl cellulose (CMC)

1.4.2.1. Origine et structure

La carboxyméthylcellulose est un dérivé de la cellulose. Elle est aussi dénommée
CMC, NaCMC, CMC sodique, gomme cellulosique ou sel de sodium de I'éther
carboxyméthylique de cellulose. Sa formule chimique générale est la suivante: C¢H702(OR1)

(OR2) (OR3) ou R1, R2 et R3 peuvent étre: H; CH,COO  Na" ou CH,COOH.
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La carboxyméthylcellulose sodique est intensivement utilisée dans [I’industrie
alimentaire car elle posséde des capacités stabilisantes, épaississantes de controle de
cristallisation. Elle est considérée comme étant le polysaccharide le plus couramment utilisé
dans le domaine alimentaire en présence surtout de protéines et ceci pour assurer leur
protection, plus particuliecrement contre la dénaturation lors des différents processus de
transformation des aliments [80].

La CMC contient des unités d'anhydroglucoses substitués. C’est un sel de sodium
partiel d'un éther carboxyméthylique de cellulose. La CMC peut étre obtenu a partir de
souches naturelles de matieres végétales fibreuses. Son poids moléculaire peut étre évalué par
la mesure de la viscosite, il est compris entre 17,000 et 300,000. Son degré de polymérisation
va de 80 a 1500. La teneur en carboxyméthylcellulose doit au moins étre de 99,5 % de la
substance anhydre. C’est une poudre granuleuse ou fibreuse, blanche ou légerement jaunatre
ou grisatre, légeérement hygroscopique, inodore et insipide [81].

On obtient la carboxyméthylcellulose en traitant la cellulose en milieu alcalin afin de
briser les liens hydrogenes responsables de l'union des chaines de polymeéres, en
commengant par les zones amorphes. Suite a ce traitement, du monochloroacétate est ajouté a
la cellulose hydratée afin d'obtenir le dérivé CMC (figure 1.5). Le pKa de la molécule obtenue
se situe entre 3,4 et 4,2. Globalement, certains des groupements hydroxyles de la cellulose se
sont trouvés substitués par des groupements carboxyméthyles. Le nombre de ces groupements
carboxyméthyles par unité anhydroglucose est appelé le degré de substitution (DS).

La CMC de qualité alimentaire est dun DS égal ou inférieur a 0.95 [80], d'une viscosité
minimale de 25 cps lorsqu'il est en solution a 2% et a 25°C et d'une pureté minimale de

99,5% sur base seche.
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Figure 1.5: Structure chimique de la carboxyméthylcellulose de sodium [80].
1.4.2.2. Propriétés fonctionnelles de la CMC

La CMC est utilisé principalement pour ses capacités stabilisantes, épaississantes de

contrdle de cristallisation et de rétention d'eau [80]. Les desserts congelés, les produits de
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boulangerie, les sauces a salade, les sirops, les boissons, les aliments extrudés et les aliments
réduits en calories sont des exemples d'aliments comptant la CMC parmi leurs ingrédients
[82]. Les propriétés fonctionnelles de ce polysaccharide anionique peuvent étre modifiées en

présence de protéines avec lesquelles il peut interagir.
I.5. Protéines utilisées pour I’obtention des hydrogels pour bioapplications

Ce sont des polymeres organiques résultant de la condensation d’acides aminés par
formation de liaisons peptidiques [83]. Les protéines ou polypeptides constituent une autre
famille de polymeres issus des végétaux et des animaux (gluten, cas€ine, collagéne et
gélatine...). La structure primaire des protéines consiste de I’enchainement spécifique régulier
de monomeres d'un grand nombre d'acides aminés (AA), liés les uns aux autres par des

liaisons peptidiques de type amide (-CO-NH) (figure.l.6).
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Figure 1.6 : Exemple de polypeptide.

Deux acides aminés peuvent s’associer de facon covalente pour former un dipeptide.
La liaison ainsi établie est la liaison peptidique, qui résulte de la combinaison entre le
groupement carboxyle (COOH) d’un acide aminé et le groupement amine (NH2) de I’autre,
avec perte d’une molécule d’eau. La répétition de cette réaction n fois, permet ainsi d’obtenir
un peptide (n < 100) ou une protéine (n > 100) [84].
La synthese protéique est régie par le code génétique. Les protéines issues de végétaux (coton,
soja, mais et blé...) ont été utilisées pour la fabrication d’emballages et la réalisation de films
plastiques [85, 86].

*

¢ Les protéines du lait

Le lait est constitué de deux fractions protéiques principales, une fraction soluble et
une fraction colloidale. La fraction soluble se compose des protéines lactosériques et la
fraction colloidale est formée par les caséines, ces fractions représentant 20% et 80% des

protéines du lait des ruminants, respectivement. Les protéines lactosériques ou protéines du

18



Chapitre I Apercu général sur les polysaccharides et leurs modifications chimiques

lactosérum représentent la fraction protéique restant soluble lors d’une précipitation a pH 4,6
et a 20°C des protéines du lait écrémé d’origine bovine et a pH 4,2 et 20°C pour le lait équin
[87]. Les protéines lactosériques se composent généralement de b-lactoglobuline, d’a-

lactalbumine, d’immunoglobulines, de sérum albumine, de lactoferrine et de lysozyme.
L.5.1. a-Lactalbumine

L'a-lactalbumine (a-La) est une protéine globulaire compacte de la famille des
métalloprotéines capable de se lier a plusieurs ions métalliques, principalement le calcium
(Ca*"), constitue I'une des deux sous-unités du complexe enzymatique lactose synthétase. Elle
permet la synthése du lactose dans la glande mammaire en modifiant la spécificité de substrat
de I'UDP-galactosyltranférase et son affinit¢ pour le glucose. L'o-lactalbumine humaine
posséde, quant a elle, un site secondaire de liaison au Ca>" de plus faible affinité. Elle présente
une forte similitude avec les protéines homologues des laits de vache, de chevre et de femme.
Sa séquence primaire est présentée sur la figure 1.7.

La fixation du calcium joue un réle important dans la stabilisation moléculaire de la structure
spatiale de l'a-lactalbumine. L' a-lactalbumine peut aussi chélater d'autres cations tels que
Zn*", Mg*, Mn**, Na" et K" en plus de Ca*" [88].

L’a-lactalbumine, une protéine importante et bien caractérisée du lait maternel, et
représente 20 a 25 % des protéines totales du lait maternel [89]. Dans la mesure ou elle
constitue une source riche de nombreux acides aminés indispensables, une fraction de la
protéine est fortement digérée, tandis que le reste produit des polypeptides qui exercent des
activités antimicrobiennes, principalement contre les bactéries Gram positif, et non contre les

bactéries Gram négatif [90].
a) La séquence primaire de I’ a-lactalbumine

L’ a-lactalbumine est une protéine globulaire de faible poids moléculaire constituée de
123 acides aminés. Elle contient un nombre conséquent d’acides aminés ionisables : environ
27 % pour I’ a-LA (Figure 1.7 et Tableau 1.2). L’a-lactalbumine est une protéine acide avec
un point isoélectrique (pI) de 4,8. L’a-LA possede 8 résidus cystéines qui forment quatre

ponts disulfures intramoléculaires (Figure 1.8 et Tableau 1.2) [91].
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Figure L7 : Structure primaire de 1’ a-lactalbumine (A). Les acides aminés colorés en
rouge et en bleu correspondent aux acides aminés acides. Les pointillés représentent les ponts

disulfures.

Tableau L.2 : Principales caractéristiques de I’ a-lactalbumine [91].

Caractéristiques a-lactalbumine
Nombre d’acides aminés 123
Poids moléculaire (Da) 14186
Rayon hydrodynamique (A) 19
Point isoélectrique 4.8
Nombre de résidus cystéine 8
Nombre de ponts disulfures 4
Nombre d’acides aminés acides 20
Nombre d’acides aminés basiques 12

b) La structure secondaire de I’a-lactalbumine

L’a-lactalbumine présente des homologies structurales. Au niveau de sa structure
secondaire, cette protéine est constituée majoritairement d’hélices a. Elle représente 44 % des

structures secondaires de I’ a-LA (tableau 1.3).

Tableau L3 : Structures secondaires de l’a-lactalbumine, a partir de la structure

cristallographique 1F6S [92].

Structures secondaires

a-lactalbumine

Hélices o

44 % (54 acides aminés)

Feuillets

11 % (14 acides aminés)

1.5.2. Caséine

Le mot vient du latin "Caseus" qui veut dire fromage. Les caséines (CN) sont les

protéines majeures du lait des ruminants. Elles se définissent comme étant la fraction
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protéique précipitant a pH 4,6 et a 20°C pour le lait écrémé bovin et a pH 4,2 et 20°C pour le
lait équin [87]. La caséine est composée de différents fragments dans le lait au nombre de
quatre: caséine ogj, caséine o, caséine b et caséine k. Ce sont des protéines
multiphosphorylées, la derniere CN-k (K signifiant kappa) permet au lait de rester homogene
et non pas décanté, ainsi pouvant étre également glycosylée. Elle est riche en acides aminés et
en phosphore. On l'appelle un composant azoté du lait. Elle est aussi utilisée dans la
fabrication de la galalithe (plastique biodégradable), comme liant de peinture [93].

Dans le lait, les caséines sont organisées sous la forme de micelles et s’associent a un

complexe minéral de phosphate de calcium [94].

I.5.2.1. Composition et propriétés du Caséine

Le lait est composé de particules colloidales appelées micelles de CN qui sont
composées d'un complexe de protéines associées et de phosphate de calcium [95]. Les CN,
qui représentent 80% des protéines du lait bovin, sont la fraction protéique majeure de ce
fluide laitier [96, 97]. Ces colloides d'association hétérogénes sont appelés micelles de CN.
La micelle de CN est composée de quatre especes différentes: ’as1-CN, ’as2-CN, la B-CN et
la x-CN. La micelle est également constituée de quelques fragments peptidiques (les caséines
v) issus de la protéolyse de la B-CN par la plasmine et de minéraux (7% du poids sec) dont
90% de phosphate de calcium.

Les trois sous-groupes de CN (figure 1.8), comme la as-CN, la k-CN et la B-CN, sont
tous hétérogénes et se composent de 2 a 8 variantes génétiques. Les variantes génétiques
d'une protéine ne différent que par quelques acides aminés. Les trois sous-groupes ont en
commun le fait que 1'un des deux acides aminés contenant des groupes hydroxy est estérifi¢ a
l'acide phosphorique. L'acide phosphorique lie le calcium et le magnésium et certains des sels

complexes pour former des liaisons inter et intramoléculaires qui stabilisent les micelles.

"" t“ ]
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%“\' ~
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Figure 1.8 : Représentation des structures tridimensionnelle de la as-CN, B-CN et x-CN [98].
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1.6. Modifications chimiques des polysaccharides en vue de leur transformation dans les

dérivés hydrosolubles pour I’obtention des hydrogels

Les modifications chimiques des polysaccharides permettent d'aboutir a de nouvelles
structures chimiques dans I’objectif d’améliorer les propriétés physico-chimiques et renforcer
la bio-activité. Elles font appel a des méthodes communes de synthése chimique. La
détermination des structures s'avérent par contre le plus souvent difficile a déterminer. Mais,
des investigations de différents procédés ont été menées et établies par un grand nombre de
chercheurs [99, 100]. Suite a cette complexité et a cette diversit¢ des groupements
fonctionnels existants sur I'ossature des polysaccharides, il est concevable que ces précurseurs
sont des plaques tournantes pouvant selon les conditions opératoires utilisées a aboutir a de
nouvelles et originales fonctions. Parmi les modifications chimiques les plus évoquées dans la
littérature pour leur intérét pratique et surtout dans le domaine du vivant, nous nous sommes
intéressés a résumer les réactions suivantes que nous avons utilisés dans la these : la

carboxyméthylation et 1'oxydation.

1.6.1. Carboxyméthylation

Plusieurs dérivés des polysaccharides ont été préparés par des réactions de
carboxymethylation en utilisant comme des matieres premicres par exemple la cellulose
[101], la chitine [102] et le chitosane [75] ect...... Les dérivés obtenus sont les plus souvent
des polyélectrolytes pouvant étre utilisés dans divers domaine d’application, dans les
industries cosmétiques, pharmaceutiques [103], alimentaires et chimiques [104].

Les procédés permettant la production des agents carboxyméthylés ne sont pas couteux et sont
faciles a réaliser. Tous les réactifs utilisés sont abordables du point de vue prix et ne sont pas
toxiques.

La carboxyméthylation des polysaccharides est basée sur la synthése de Williamson
ou le alkoxyde (polysaccharidique dans un milieu basique) réagit avec de 1’acide
monochloroacétique (MCA) et les groupes hydroxyles primaires ou secondaires sont
substitués par des groupes carboxyméthylés.

Le dérivé le plus important de cette série est la carboxyméthylcellulose (CMC). Il est
largement utilisé dans les industries du textile, des papiers, comme ¢épaississant dans
I’alimentation et dans les formulations pharmaceutiques. Il est non toxique, biocompatible et

biodégradable [105].
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La CMC est obtenue en milieu basique a partir de la cellulose (figure 1.9). Dans ces
conditions les ponts hydrogeéne responsables de la cohésion des chaines polymériques se
décomposent en commengant par les zones amorphes [106]. Le pKa de la molécule obtenue
se situe entre 3,4 et 4,2. Les degrés de substitution (DS) sont de l'ordre de 0,4 a 1,4 et ceux
de polymérisation (DP) vont de 20 a 100.

Na 0-CH,;-CO0Na
CICH,COONMa
Na OH
—
Cellulose Carboxyméthylcellulose

Figure 1.9 : Carboxyméthylcellulose sodique obtenue par la réaction de Williamson [107].

Le chitosane est O-carboxyméthylé en position C3 et/ou C6 (figure 1.10), ce qui
augmente considérablement sa solubilit¢ dans les solutions neutres ou alcalines. Il a été
confirmé que le O-carboxyméthylchitosane améliore la biocompatibilité¢ des surfaces des
films d’acide polylactique ainsi que 1'adhésion cellulaire et leur prolifération par rapport au

matériau non modifié [75].

OH
OCH,COOH
o o 1) NaOH (42%)
O -
HO N\ 2)CICH,COOH
n 0-30 °C
NH,

Chitosane O-Carboxymethy! chitosane

Figure 1.10 : O-Carboxyméthylation du chitosane en position C6 [108].

Il y a aussi la N-carboxyméthylation du chitosane. La, seuls les groupes amines du
chitosane sont alkylés (figure 1.11). Cette transformation se fait avec 1’acide glyoxylique en
milieu acide formant ainsi la base de Schiff qui est convertie ensuite en N-

carboxyméthylchitosane par réduction au cyanoborohydrure de sodium (NaCNBH3) [102].
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Figure I.11 : N-carboxyméthylation du chitosane [102].

1.6.2. Oxydation

La réaction d’oxydation conduit de maniere sélective, ciblée, controlée ou aléatoire a
des oligo et/ ou a des nouveaux polysaccharides oxydés dont leurs usages se diversifient et se
sont intensifiés ces dernieres décennies [109].

Différents procédés de modifications chimiques des polysaccharides ont été
investigués par un grand nombre de chercheurs [110 111]. Parmi les principales fonctions
réactives portées par les polysaccharides, en plus des fonctions alcools primaires, secondaires
ou méme tertiaires et des diols vicinaux, il existe une disparité de groupements tels que les
carboxyles [112], les acétalamines [113], les amides [114] , les méthylesters [115], les acétal
[116], et autres qui sont susceptibles de réagir selon des voies de synthése chimique
appropriées et de donner de nouvelles matrices exploitées dans la vie quotidienne.

Parmi les réactions chimiques capables de modifier les polysaccharides, il y a
l'oxydation par des agents possédant des capacités oxydantes, comme le NalO4, KIO4, le
KMnOy, le (2,2,6,6-tétraméthylpipéridin-1-yl)oxy ou TEMPO, le peroxyde d’hydrogéne H>0O>
, le chlorite de sodium NaClOo,.... et pouvant affecter les différents groupements fonctionnels

y compris la structure du polysaccharide.
1.6.2.1. Oxydation par le periodate (NalOy)

L’oxydation par le periodate est largement utilisée comme une méthode pour
I'¢lucidation des structures complexes en glucides et ses premicres applications ont aidé a
interpréter les structures fondamentales dans de nombreux polysaccharides tels que la
cellulose, I'amidon et le glycogéne [117,118]. L’ion periodate « 104 » attaque les diols
vicinaux pour cliver la liaison carbone-carbone par une réaction d'oxydation, conduisant a la

formation d'un dialdéhyde [119].
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La réaction de la carboxyméthylcéllulose (C2-C3) avec le métaperiodate de sodium
favorise la formation de groupes dialdéhydes, suite a une scission homolytique de la liaison
C2-C3 [120]. La réaction d'oxydation est une réaction spécifique et clive la liaison C2—C3
uniquement pour former le dialdéhyde carboxyméthylcellulose (figure 1.12). L'évaluation
quantitative de degré d'oxydation, généralement sous-estimé en raison de la transformation de

la carboxyméthylcellulose a des formes hydratées comme les hémiacétals.

ed —
6 7 8, ONa
H,C—0—CH,—C
(o]

NalO,
—_—

- Nal(; H.(

— n n

Carboxymethyl cellulose Oxidized carboxymethyl cellulose

Figure 1.12 : Oxydation de la carboxyméthylcéllulose par le NalO4 [120].

La réaction de l'alginate avec le métaperiodate de sodium (figure 1.13) active
I’oxydation des deux groupes hydroxyles secondaires qui ont une faible réactivité en groupes
aldéhydes mais ces derniers par contre possedent une réactivité significativement plus élevée.
Une réduction significative de la viscosité a été enregistrée en raison de la dégradation de la
chaine macromoléculaire qui produit la diminution du poids moléculaire et de l'extension de
la conformation de la chaine par ouverture de cycle.

L'oxydation partielle des alginates peut étre avantageuse pour des applications biomédicales
car ils se dégradent en milieu aqueux tandis que les alginates non modifi€és ne sont pas

dégradés [121].

— Na* - — Na* _ Na* —_
o) 0 o\/o- 0 \\/D-
0 NalO, 0 é 0
— 0o— ——» o
H H oo H H Y H H

Figure 1.13 : Oxydation de I’alginate de sodium par le NalO4 [122].
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1.6.2.2. Oxydation par le peroxyde d’hydrogéne (H>0:)

Lewin et Ettinger (1969) [123] ont fait une étude approfondie de la réaction entre le
peroxyde d'hydrogene et la cellulose sous forme de fibres de coton purifié. L'oxydation par le
peroxyde d’hydrogéne a formé principalement des groupes cétoniques, principalement en C3.
Au cours de l'oxydation, le degré de polymérisation a diminué également. Les cétones sont
des carbonyles inactifs et autrement dit, ne provoquent pas une scission ; par conséquent, il
n'y avait presque pas de jaunissement du coton lors de l'extraction alcaline ou a chaud.
Zeronian et al., (1995) [124] ont suggéré que le radical perhydroxyl qui oxyde la cellulose
dans une solution alcaline en C2 et C3 et que différentes réactions peuvent se produire, tout
d'abord, en catalysant la production de radicaux libres, puis en diminuant le pH de la solution

et provoquer I'hydrolyse acide (figure 1.14) [124].

CH O CH-,OH

o HO: o
CI\\_ - C—;/O“\ -+ HO.
HO o HO S
CHa2OH CH,OH
<, HO 2
c._lx/o\ Cm— O~
B HO ~
HO ora HO OOH
CH.OH CH2OH
O, H.0 o,
TN o A e e
HO 5d ocom HO OH
CH:OH CH.OH
N o N2
c--\b./o\ + HLO
HO T)/ \? HO 1, z
H ="

Figure 1.14 : Oxydation de la cellulose par le peroxyde d’hydrogene [124].
1.6.2.3. Oxydation par le chlorite de sodium (NaClQO;)

La réaction d’oxydation du chitosane avec le chlorite de sodium en milieu homogéne a
un pH=4,5 implique une décomposition par oxydation simultanée des groupes alcools
primaires CH2OH, en carboxyles (figure 1.16). En outre, I’oxydation hétérogéne du chitosane
par le chlorite de sodium a pH=6,4 conduit a la formation de liaisons covalentes de type
amide entre l'atome d'azote du groupe amino et un atome de carbone du groupe carboxyle
appartenant a de chaines différentes. Selon les données potentiométriques de titrage, le

nombre de groupes carboxyles dans le produit d'oxydation est environ 30% [125].
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NaClO,

pHA4.5

Figure 1.15 : Oxydation du chitosane par NaClO» [125].

1.6.2.4. Oxydation par le permanganate de potassium (KMnOy)

Lingbin et al. (2009) [126] ont démontré que l'alginate de sodium peut étre
partiellement oxydé avec le permanganate de potassium KMnO4 en milieu acide. Ils ont
trouvé que l'oxydation de I’alginate par le KMnO4 conduit a un clivage des diols vicinaux en
deux groupes aldéhydes (figure 1.17). Le degré d'oxydation peut étre controlé par le pH et la
quantité¢ de KMnOs. Ce type d’oxydation fournit une nouvelle méthode pour obtenir I'alginate
particllement oxydé et d'améliorer les propriétés de celui-ci pour des applications
biomédicales. Apres oxydation, le poids moléculaire de I’alginate se réduit et sa vitesse de
dégradation est en fonction du degré d'oxydation. Ce dernier a été suivi par la diminution de

la viscosité et la masse moléculaire.

KMnO

Figure 1.17 : Oxydation de l'alginate de sodium par le permanganate de potassium [126].
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1.7. Conclusion

Aprés ¢étude bibliographique détaillée sur les polysaccharides, ainsi leurs
modifications chimiques par les différents procédés qui ont été¢ investigués par un grand
nombre de chercheurs. Nous avons constaté qu’il y’a plusieurs paramétres mis en ceuvre pour
I’obtention de nouveaux matériaux.

Nous devons mentionner qu'en chimie organique les groupements issus des oxydations
qui peuvent étre conduits d’une maniere sélective, controlée et permet I’obtention a de
nouveaux polysaccharides oxydés dont leurs usages se diversifient et s’intensifient au cours
de ces dernicres années. Nous avons opté pour [’oxydation de la CMC par le periodate de
sodium (NalO4), ce qui favorise clairement 1’augmentation avec le temps des teneurs en
aldéhydes. Le but principal de cette partie est de modifier les caractéristiques de la
carboxyméthylcéllulose entre autre les rendre oxydés, puis les rajouter aux chitosane
pendant leurs synthéses afin d’assurer la réticulation covalente. Le chapitre suivant est
consacré a 1’obtention des hydrogels sous forme de films, a base de polysaccharides et de

protéines.
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Chapitre 11 Obtention des hydrogels sous forme de films, a base de polysaccharides
et des protéines et leurs utilisations pour bioapplications

1I.1. Introduction

Parmi les biomatériaux utilisés dans le domaine médical, les hydrogels a base de
biopolymeres, comme 1’alginate, la CMC et le chitosane, sont particuliérement attractifs. En
effet, ils présentent une structure proche de celle des macromolécules composant les tissus
humains, une faible cytotoxicité, une bonne biocompatibilité et un colt relativement bas
[127]. Dans ce chapitre, apres avoir présenté les hydrogels et les méthodes de leurs obtentions
ainsi que leurs différentes familles issu de polysaccharides et de protéines, nous donnerons un
apercu de leurs propriétés remarquables puis présenterons les applications de libération des
molécules encapsulées dans ces systemes. Ces hydrogels sont des réseaux a trois dimensions
de polymeres gonflés d’eau, qui peuvent étre réticulés de maniere chimique ou physique. Les
caractéristiques notables et versatiles de ces gels en font des biomatériaux supports largement
utilisés pour un grand nombre d’applications dans les secteurs des biotechnologies,
biomédical (par exemple le traitement des affections de peaux), pharmaceutique, de la
cosmétique ou encore de I’agroalimentaire.

Nous décrirons, au moyen de quelques exemples, la place de chitosane et de CMC
dans le domaine biomédical. Nous avons choisi ces deux polyméres car ils représentent les
matériaux qui ont servi de base aux recherches exposées dans ce mémoire. Nous terminerons
en présentant le contexte scientifique de notre étude qui concerne 1’obtention des films

hydrogels a base de polysaccharides et des protéines.
I1.2. Considérations générales sur les hydrogels

Wichterle et al. ont élaboré pour la premiere fois des hydrogels en les utilisant comme
lentilles de contact dans les années 1960 [128]. Les hydrogels sont des réseaux
tridimensionnels de polymeéres hydrophiles ayant la capacité d’absorber de trés grande
quantité d’eau ou de fluide biologique, sans se dissoudre et sans perdre leur structure. Ce
réseau est formé par la réticulation des chaines de polymére, par des liens covalents
(réticulation chimique) ou par des liens hydrogénes, ioniques ou hydrophobiques (réticulation
physique) [129]. Pour le controle des propriétés physiques de ces hydrogels on a recours a la
réticulation des polymeéres par des méthodes chimiques et/ou physiques [130]. Des critéres
classifient les hydrogels dans diverses catégories tels que la nature du réseau, la structure
physique, la réticulation et le type d'interaction avec les tissus vivants.

La présence de groupes hydrophiles dans leur structure, tels que des groupements

hydroxyles (-OH-), carboxyle (-COOH-), amide (-CONH- ou—CONH>-), amine (-NHz) ou
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sulfonique (-SO3H-) permet cette grande absorption d’eau qui les caractérise [131].

La proportion d’eau a I’intérieur de ’hydrogel est caractérisée par trois paramétres
critiques, a savoir la fraction volumique de polymere a I’état gonflé, le poids moléculaire
moyen entre deux réticulations ainsi que de la taille de maille du réseau. Malgré la
modification substantielle du volume lors du gonflement, les hydrogels gardent I'intégrité, en
outre ils sont biocompatibles et cytocompatibles [132].

La grande quantité d’eau absorbée leur confere des propriétés semblables a celles des
tissus vivants, et les rend donc tres intéressants pour des applications biomédicales. Elle
détermine également leurs propriétés mécaniques, leur perméabilité, leurs propriétés de
surface et leur biocompatibilité. La structure des hydrogels permet également a des molécules
de différentes tailles de diffuser vers I’intérieur ou vers I’extérieur du réseau, ce qui les rend
intéressants pour des applications de livraison de médicament [133]. La vitesse et les
mécanismes de diffusion peuvent étre contrélés en modifiant des facteurs tels que la
composition du polymere, la densité de réticulation, le contenu en eau et la cristallinité, ect
[134,135]. En réponse aux sollicitations mécaniques, les hydrogels ont un comportement
¢lastique prononcé et lors de la compression une contraction du volume et la croissance de la
densité sont observées [136]. Les propriétés des hydrogels ont été utilisées pour 1'¢laboration
de systémes transdermiques par des plusieurs groupes de recherche [137,138].

Les hydrogels sont donc largement utilisés pour des applications biomédicales telles
que la livraison de médicament, la formation de matrice pour la régénération et la réparation
de tissus, les implants et les lentilles de contact souples [139]. L'un des avantages de
l'utilisation des hydrogels comme matrices pour la libération controlée des médicaments est
leur capacité a présenter une transition de phase d'ordre I sous l'influence des paramétres

externes: pH, température, la force ionique, champ magnétique et champ électrique.
I1.2.1. Définition des hydrogels

Les hydrogels peuvent étre définis comme des matériaux polymeres [140], ayant une
forme propre et une structure de réseau tridimensionnel [135, 141] (figure II.1), sont des
milieux transparents, gonflent dans un fluide hydrophile et ne présentant pas d’écoulement a
I’état stable. Comme le terme « réseau » I’'implique, la réticulation est nécessaire pour éviter
la dissolution des chaines de polymere hydrophile dans la phase aqueuse. I1 s’agit d’un objet
macroscopiquement solide qui présente a la fois les propriétés cohésives d’un solide et les
propriétés de transport diffusif propres a un fluide. La phase solide peut étre constituée de

nanoparticules ou de films 4 base de macromolécules liées entre elles de facon physique ou
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chimique. Le fluide peut étre I’air (aérogel, xérogel), ou un liquide comme 1’huile, I’alcool ou
I’eau. Dans ce dernier cas, on parle alors d’hydrogel. Cependant, pour étre qualifié
d’hydrogels, ils doivent contenir au moins 20 %m d’eau, mais beaucoup sont plus fortement
hydratés et présentent des taux allant de 60 a 99 %m. Au-dela de 95 %m, on parle de super
absorbant [142].

Ces hydrogels incluent des homopolymeéres|[135,143],copolymeéres [135,144] ou des
réseaux de copolymeres de molécules hydrophiles [145] absorbant une grande quantité
d’eau [143,146], solvant organique, fluide biologique [147] ou fluide physiologique, sans se
dissoudre [143]. Ceci est di soit a la réticulation physique de type enchevétrement, liaisons
associatives telles que liaison hydrogene, liaisons de Van der Waals entre les chaines ou
cristallines [148] soit a des réticulations chimiques dues a la présence des liaisons chimiques
covalentes ou ioniques [144]. Quand I’hydrogel est immergé dans un solvant compatible
thermodynamiquement, le solvant diffus dans I’hydrogel, meéne le réseau de polymere a un
volume d’expansion considérable et le réarrangement macromoléculaire dépend de I’ampleur
de I’agent réticulant. Ce taux de gonflement dépend de deux processus, du taux de relaxation

relative aux chaines de polymeére et de la diffusion du solvant dans le réseau [143].

Point de réticulation

Forme sol Forme gel

Figure II.1: Structure d’un réseau (transition sol — gel) [149].

Les gels peuvent étre divisés en différents groupes suivant leur [142]:

R/

¢ Origine (naturelle ou synthétique)

R/

¢ Structure (amorphe, semi-cristalline, réseau de liaisons hydrogéne, etc.)

R/

¢ Charge électrique (ionique ou neutre)

R/

¢ Réponse aux stimuli externes (sensible « hydrogels intelligents » ou insensible).
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I1.2.2. Classification des hydrogels

Leur structure est basée sur la méthode de préparation, donc ils peuvent étre: des
hydrogels homopolymeéres, des hydrogels copolymeéres, des hydrogels de polymeéres
multiples, ou des réseaux interpénétré. Les hydrogels homopolyméres sont des réseaux
réticulant d'un seul monomeére hydrophile, tandis que les hydrogels copolymeéres sont
synthétisés par réticulation de chaines formées de deux unités de monomere, au moins un des
monomeres doit €tre plus hydrophile que 1'autre pour rendre I'hydrogel plus absorbant.

Les hydrogels de polymeres multiples sont des réseaux interpénétrés, quand les deux
polymeéres forment des réseaux qui s’interpénetrent, soit des réseaux semi-interpénétrés quand
un polymere lin€aire interpénetre les réseaux et d’un autre polymere déja réticulé.

Les hydrogels peuvent étre: neutres (figure I1.2.a) ou ioniques (cationique ou anionique)
(figure I1.2 b et c), selon la nature de base des groupements type de charges latérales et

pendant (figure I1.2 d) selon leur caractéristique mécanique et structurale.

H|

¢ d

Figure I1.2 : Différents types d’hydrogels : (a) neutre, (b) anionique, (c¢) cationique

et (d) avec des groupements pendants ioniques [144].

Les hydrogels peuvent étre classés selon une structure physique caractéristique tels
que : les hydrogels amorphes, les hydrogels semi cristallins ou les hydrogels de complexe
interpolymeére (formation des liaisons hydrogenes) (figure 11.3). Les hydrogels amorphes ont
leur chaine macromoléculaire arrangée aléatoirement. Les hydrogels semi cristallins
caractérisés par des régions denses ou les chaines macromoléculaires sont bien ordonnées
(cristallins). Les hydrogels de complexe interpolymere ou de liaisons hydrogene peuvent étre

responsables de la structure tridimensionnelle formée [150].
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Hydrogel Hydrogel Hydrogel non Hydrogel
cationique anionigue ionique amphotére

Biodégradabilité

Charge
Hydrogel ionique Hydrogel
biodégradable intelligent
> I I Propriétés <
hysiques
Hydrogel non ek Hydrogel
biodégradable /

conventionnel
HYDROGEL
Hydrogel \
naturel Hydrogel
L. . chimique
Hydrogel Réticulation p
synthétique
2 Hydrogel
Hydrogel Methde' de physique
hybride preparation

\ s Polymere
(Homopolymere) ( Copolymeére ) (enchevétré)

Figure I1.3 : Classification des hydrogels [151].

I1.3. Hydrogels de chitosane (référence)

Les aldéhydes, les composés époxy, les esters sont des agents de réticulation
chimiques couramment utilisés pour préparer des hydrogels a base de chitosane, et le
tripolyphosphate de sodium ou le sulfate de sodium ont été utilisés comme agents de
réticulation ioniques. Les hydrogels de chitosane peuvent se former par liaisons permanentes
ou non-permanentes. Les différentes réticulations possibles et les applications associées ont
été résumées par Berger et al [152]. Le chlorure de tétrakis-hydroxyméthyl -phosphonium
(THPC) est I'un des agents de réticulation qui réagit avec les groupes amines du CS pour
former 1'hydrogel correspondant. Le THPC change la couleur de I'hydrogel et le rend cassant
et friable. Le chitosane peut étre réticulé par exemple en augmentant la concentration du
polymere. Il y a alors formation de liaisons hydrophobes dues aux groupements acétamides
conduisant a la formation d’un gel réversible. En fait, le chitosane est le plus souvent réticulé
par des liaisons covalentes en présence d’aldéhyde, tels que le formol (CH20), le glyoxal

(C2H20,) et le glutaraldéhyde (CsHsO2) en milieu acide ou basique.
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La réaction régissant la réticulation consiste a former une base de Schiff (imine)

(figure 11.4). En milieu acide, le mécanisme de la réaction est le suivant :
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Figure I1.4 : Mécanisme de réticulation du chitosane par formation de liaisons chimiques

avec un aldéhyde [153].

C’est une réaction de condensation entre [’aldéhyde et une amine en présence
d’hydrogene labile. Les gels de chitosane permettent 1’encapsulation et le transport d’un grand
nombre de molécules thérapeutiques des plus simples telles que la caféine aux plus complexes
comme les protéines. Un parameétre important a considérer pour la formation de I’hydrogel
est le pH pendant la réaction de réticulation. En effet, si le pH est trop ¢élevé, les charges
positives du chitosane sont neutralisées et le systéme précipite. Afin d'éviter la précipitation
du chitosane, le pH de la solution ne doit pas €tre supérieur a 6 [154]. Ainsi, des recherches
antérieures ont montré que l'hydrogel formé par l'agent de réticulation et le chitosane
détermine une matrice avec une structure poreuse. Les pores ont une morphologie unique en
fonction de 'agent de réticulation utilisé.

Les propriétés physiques et chimiques des gels de chitosane sont modulables. Elles
peuvent €tre contrdlées en particulier par le degré de déacétylation [155], I’acide utilisé pour
dissoudre le polymére ou par I’ajout de CMCOx (carboxyméthylcéllulose oxydé) pour former
des réseaux semi-interpénétrés de chitosane/CMCOx ; c’est cette méthode que nous
utiliserons dans le cadre de cette theése. Ces systémes ont ainsi été¢ développés pour produire
des matrices a libération controlée de médicaments au niveau de la peau. La présence de
CMC, dont le caractere hydrophile favorise la pénétration du solvant, dans un gel de chitosane
entraine une augmentation des propriétés de gonflement du gel. Ceci entraine alors la
libération de médicament controlée par le pH du milieu de relargage. Les propriétés des
hydrogels et la libération du médicament a partir de ces systémes d'administration dépendent

du type d'agent de réticulation utilisé et de sa concentration.
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I1.4. Mécanismes de formation des hydrogels

Il existe un grand nombre de polysaccharides d’origine animale, végétale ou
bactérienne capables de former des gels, soit de maniére spontanée sous I’influence de
paramétres extérieurs (pH, ions, température...). Les hydrogels sont préparés par
transformation des chaines linéaires d’une solution aqueuse de polyméres hydrophiles en un
réseau de macromolécules liées entre elles par des points ou jonctions de contact. La
transition entre ces deux états est appelée gélification ou réticulation, et responsable de
I’emprisonnement de 1’eau a I'intérieur du gel [156]. On distingue deux types de gels selon la
nature des liaisons entre les macromolécules constituant le réseau : les gels physiques et les

gels chimiques [157].
11.4.1. Les gels physiques

Les gels physiques sont formés de polymeres reli€s entre eux par des interactions
faibles et les noeuds de réticulation, ne sont pas permanentes. Ce caractere transitoire vient du
fait que leur énergie est finie et du méme ordre de grandeur que I’agitation thermique. Le
nombre et la « force » des nceuds de réticulation dépendent donc directement des états
thermodynamiques et mécaniques du gel. Les principales interactions faibles exploitées pour
former des gels physiques qui sont maintenus par des liaisons de faible énergie tels que les
liaisons hydrogéne, les interactions ioniques, les forces de Van der Waals, les interactions
hydrophobes et les interactions électrostatiques [158,159]. Il découle parfois de celles-ci
d’autres interactions physico-chimiques plus complexes telles que la stéréocomplexation ou la
formation d’édifices supramoléculaires (complexe d’inclusion) qui peuvent également éEtre
responsables de la formation d’un gel [157]. Des représentations simples du mécanisme de
chacune de ces interactions sont décrites ci-dessous (figure 11.5).

Les gels physiques sont généralement moins homogenes que les gels chimiques, sont
donc dits « réversibles », car il est possible de franchir la barriére de transition (sol/gel), a
l'infini, par de simples changements des conditions du milieu, tels que la force ionique, le pH,
ou la température. Quand un polyelectrolyte est combiné avec un ion multivalent de charge
opposée, il peut former un hydrogel physique connu sous le nom d’hydrogel « ionotropique »

c’est le cas de I’hydrogel d’alginate de calcium [160].
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Figure IL.5 : Mécanismes de gélification physique in situ par (a.) interactions hydrophobes,
(b.) interactions de charges, (c.) liaisons hydrogene, (d.) stéréocomplexation et (e.)

assemblage supramoléculaire [135].
11.4.2. Les gels chimiques

Les hydrogels chimiques (ou permanents) a base de polysaccharides sont
généralement obtenus par polymérisation de macromonomeres, préparés par greffage
chimique d’un monomere sur le squelette polysaccharidique, ou apres réticulation a 1’aide de
réactifs dysfonctionnels. Ces gels chimiques sont stabilisés par des liaisons covalentes entre
les macromolécules. Ces liaisons étant stables et leur nombre ne variant pas en fonction des
contraintes mécaniques ou de la température, les gels chimiques sont dits « irréversibles ».
Dans la réticulation chimique, un agent de réticulation bi-fonctionnel est ajouté a une solution
d'un polymére hydrophile. Cependant, le polymere doit avoir un groupement fonctionnel
adapté pour réagir avec I'agent de réticulation [161]. Cette technique permet en augmentant la
stabilit¢ et en prévenant la dissolution des hydrogels de chitosane. Comme tous les autres
polysaccharides, le chitosane peut étre réticulé de manicre covalente avec le glutaraldéhyde
[162]. Lu et Coll, ont utilisé poly (alcool vinylique) avec poly (acide acrylique) par variation
de pH, il se forme un réseau tridimensionnel de chaines réticulées chimiquement entre elles

[163].
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Une particularité des gels chimiques est le « temps de gel », aussi appelé « point de gel
», qui désigne le temps nécessaire pour associer un changement brusque des propriétés
viscoélastiques qui correspond a la formation du réseau macromoléculaire au sein du gel et il
peut étre déterminé par des mesures rhéologiques. La gélification totale (réticulation
compléte) n’est généralement atteinte que longtemps aprés ce temps de gel. Les nceuds de
réticulation du réseau ont ainsi un caractére permanent et ne dépendent pas de facteurs
extérieurs (température, pH, concentration, déformation mécanique).

Les principales méthodes de préparation des gels chimiques incluent I’utilisation
d’agent de réticulation, la polymérisation radicalaire, la réaction entre fonctions chimiques
complémentaires (réactions d’addition, de condensation, etc.), I’irradiation de haute énergie

(rayons gamma, lumiére) et parfois I’utilisation d’enzymes [157,164], (Figure 11.6).

a.
S <

\)Ofymérisation radica!ar‘re/ W\?\_

e. S S Y C- _
Agent _‘W
d de reticulation A

Figure I1.6 : Représentation des principales méthodes de synthese des hydrogels chimiques :

Fonctions
complementaires

(a) polymérisation radicalaire de monomeres (ici monomeres vinyliques), (b) polymérisation
radicalaire de polymeéres fonctionnalisés, (c) réactions chimiques entre fonctions

complémentaires, (d) ajout d’un agent de réticulation (en vert) et (e) irradiation [157].

Un exemple d’hydrogel est celui formé par I'intermédiaire d’un lien imine par
réaction de Schiff entre une amine et un carbonyle [157,164]. Certaines de ces réactions
peuvent étre déclenchées de fagon controlée par des changements de conditions telles que la

température ou le pH [165].
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IL.5. Caractérisation des gels chimiques

La grande difficulté de caractériser un réseau polymére réside dans son hétérogénéité.
En effet, les réseaux idéaux sont trés rares, méme si de nombreuses synthéses basées sur des
réticulations spécifiques ont été explorées. Un réseau macromoléculaire peut étre défini par
différents parameétres : sa transition sol-gel, la fraction sol, la densité de réticulation, la
longueur moyenne entre nceuds et sa capacité de gonflement. Autre difficulté, le contrdle du
taux de réticulation de maniére directe. En effet, les nceuds de réticulation, souvent
hydrocarbonés, en faible quantité sont difficilement quantifiables.
D’une maniere indirecte, le taux de réticulation d’un hydrogel peut étre évalué par le taux de
gonflement dans des milieux aqueux. Evidemment, un taux de gonflement plus faible signifie

un taux plus élevé de réticulation.
I1.6. Méthodes pour I'obtention des hydrogels

Les hydrogels basés sur les polymeres naturels ou/et synthétiques ont prouvé leur
intérét dans la libération prolongée et soutenue de médicament au niveau local ou systémique.
L'état d’hydrogel est un état dans lequel une grande quantité de solvant est placée entre les
chaines de polymere, et les réseaux de polymeres sont formés par réticulation. La structure
réticulée peut €tre formée soit par des liaisons covalentes irréversibles ou par des liaisons
physiques intermoléculaires. Le processus de réticulation représente un outil par lequel les
hydrogels peuvent s'adapter aux exigences de chaque application (le taux de biodégradabilité,
la biocompatibilité, les propriétés mécaniques, le degré de gonflement, la capacité
d'inclusion/libération des principes actifs, la porosité, etc). Les réseaux polymeres réticulés
covalents ou physiquement ne se dissout pas dans des solutions aqueuses. En effet, les
hydrogels sous forme de films possedent des propriétés de gonflement qui leur permettent

ainsi d’absorber de grandes quantités d’eau ou fluide biologique.
I1.6.1. Obtention des hydrogels par réticulation ionique

Les hydrogels physiques peuvent se former par interaction ionique avec une durée de
vie plus courte dans le milieu biologique entre un polysaccharide chargé et des ions le plus
souvent divalents de charge opposée avec des propriétés de biocompatibilité supérieures on a
fait appel a l'utilisation d'agents de réticulation ionique comme les sulfates, les citrates et les
phosphates ou les anions métalliques [166,167]. Les hydrogels ioniques sont des hydrogels
polyelectrolytes formés par des monomeres chargés positivement ou négativement, pouvant

donc étre cationiques, anioniques ou ampholytiques. Ce type de réticulation peut se réaliser
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soit par l'immersion dans une solution contenant le réticulant ionique soit par un mélange de
la solution polymeére avec la solution de réticulant. Ces méthodes de préparation d’hydrogels
physiques sont extrémement douces et simples. La formation de ces hydrogels, trés souvent
biocompatibles, représente une alternative a la formation d’hydrogels chimiques nécessitant
I’utilisation d’agents de réticulation souvent toxiques ou de longues étapes de purification.

Le chitosane, par exemple est un polysaccharide chargé positivement qui forme des gels
physiques par interactions ioniques avec des polyanions chargés négativement (par exemple
I’anion sulphate SO4>) de petite ou grande masse molaire [152, 168].

L'ionisation des groupes fonctionnels du polymére et de l'agent de réticulation, outre le
caractére hydrophile des matériaux, le degré de réticulation ou le pH déterminent la capacité
de gonflement de ces hydrogels.

Le tripolyphosphate de sodium (TPP) est le polyanion le plus couramment utilisé pour la
réticulation ionique du chitosane sous forme de microparticules pour inclure le 5-
fluorouracile [169], des protéines ou des plasmides [170], la ciprofloxacine [171] ect...

De méme, le chlorure de calcium [172], le sulfate de sodium [173] ou d'autres molécules

comme les aminoacides ont été utilisés en qualité¢ d'agent de réticulation ionique.

I1.6.2. Obtention des hydrogels par interactions hydrogéene

Les chaines polyméres peuvent également participer a la formation d'un hydrogel
[174] par des interactions faibles telles que les interactions hydrogéne entre un atome
d'hydrogene et des atomes d'azote, oxygene et fluor par exemple [175]. Une liaison hydrogéne
est formé par l'association d'un électron déficient d’un atome d'hydrogéne et un groupe
fonctionnel de forte électronégativité.

Des exemples des protéines et des polymeres réticulées par des interactions hydrogene
sont le collagéne et la gélatine, le poly (alcool vinylique), des mélanges poly (alcool
vinylique)/POE (poly (oxyde d'éthyléne)), et dautres. A laide de la technique
congélation/décongélation on peut obtenir des hydrogels a base de poly(alcool vinylique) par
interactions hydrogéne [176]. C'est parce que les groupements hydroxyles des
polysaccharides forment des liaisons hydrogéne puis une double hélice, ce qui est considéré
comme former une réticulation par formation de complexe [177]. Plusieurs formulations
injectables ont a la base des hydrogels formés par des interactions hydrogéne avec des
propriétés viscoélastiques supérieures aux polymeres les constituants, propriétés attribuées a

ces interactions labiles [135]. Les hydrogels développés par cette technique sont affectés par
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de nombreux facteurs, tels que la concentration en polymere, le rapport molaire de chaque
polymeére, le type de solvant, la température de la solution, et le degré d'association entre les
fonctionnalités de polymére [161].

Phadke et al. ont démontr¢ le role des interactions hydrogeéne dans I'élaboration des hydrogels
intelligents, hydrogels covalents capables d'autocicatriser aprés la rupture préalable [178].

Les réseaux polymeéres qui possédent des interactions hydrogéne peuvent se dissoudre et se

disperser dans le milieu aqueux dans un temps trés court [135].
I1.6.3. Obtention des hydrogels par interactions hydrophobes

Une autre méthode pour obtenir des hydrogels passe par des interactions hydrophobes
entre les polymeres et les copolymeres. Des domaines hydrophobes agissent en tant que
points de réticulation sont associés a I'ensemble de la structure polymere, et sont entourés par
des domaines hydrophiles absorbant I'eau [161] et peuvent réticuler en milieu aqueux par
thermoggélification réversible. Cette approche a été utilisée pour développer un hydrogel a
base d'un copolymere du type greffé hydrophile ou par la synthese directe d'un copolymere a
blocs pour obtenir un polymére amphiphile hydrosoluble a basse température. Lorsque la
température augmente, les domaines hydrophobes s'associent pour minimiser le contact avec
l'eau. Cette température dépend de la concentration du polymeére, de la longueur de la chaine
hydrophobe et de la structure chimique du polymere [175]. Ces matrices peuvent Etre utilisées
dans l'ingénierie tissulaire du cartilage ou dans la libération contrélée de médicament [179].
Parmi les structures chimiques des blocs hydrophobes susceptibles de gélifier aux
températures proches des conditions physiologiques, on remarque: le poly(oxyde de
propyléne), le copolymere de l'acide lactique avec l'acide glycolique, le poly(fumarate de
propyléne), le polycaprolactone, le polyuréthane et d'autres [175]. Les caractéristiques
mécaniques de ces polymeres hydrophobes combinés sont pauvres en raison de la mauvaise
adhérence inter faciale. En utilisant les interactions hydrophobes apparues entre les chaines
polymeres comme une méthode complémentaire aux interactions hydrogeéne, des matrices ont
été réalisées dont la stabilité a la rupture a été améliorée. Cependant, cette approche pour la

préparation d'hydrogel présente certains avantages tels que le faible cotit du systéme [161].
I1.6.4. Obtention des hydrogels par réticulation covalente

Par opposition aux gels précédents, les gels chimiques sont constitués de chaines
polymeres liés entre elles par des liaisons covalentes. Du fait de 1’existence de ces liaisons

covalentes entre chaines, les matériaux formés sont insolubles quel que soit le solvant, mais,
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selon leur compatibilité avec ce solvant, ils peuvent 1’absorber en plus ou moins grande
quantité [180] et leur taux d’hydratation ou de gonflement dépendra fortement de la densité de
leur réticulation [181]. On obtient des réseaux interpénétrés par l'introduction dans le systéme
d'un polymeére différent qui peut participer soit séparément a une réaction de réticulation en
formant ainsi des réseaux « full-IPN » (Interpenetrated networks) soit rester dispersé dans le
gel formé du premier polymere réticulé en formant des réseaux semi-interpénétré.

La réticulation covalente des chaines polyméres peut se réaliser soit sur le méme
polymeére (la réticulation ayant lieu sur des unités structurales qui appartiennent a la méme
chaine macromoléculaire ou sur des chaines différentes) ou sur un mélange de polymeres
(chaque polymere contribuant a la réaction avec une unité fonctionnelle). Les hydrogels
covalents peuvent étre obtenus avec l'utilisation de petites molécules de réticulant, par
polymérisation secondaire ou par irradiation. Cette méthode de réticulation se fait par réaction
chimique entre un agent réticulant, notamment le glutaraldéhyde [182,183] ou
I’épichlorhydrine [184], et deux fonctions amines nucléophiles. Bien que I'aldéhyde
glutarique soit utilisé dans de nombreux travaux de recherche comme agent de réticulation des
polysaccharides et des protéines, d'autres ¢tudes devraient étre menées sur son métabolisme et
son excrétion dans le corps humain , et il a été montré que la morphologie de I'hydrogel
obtenu est poreuse et que les pores sont uniformément répartis dans le réseau polymére formé.
Le probléme dans I'utilisation de ces réticulants covalents est connu pour €étre cytotoxiques
[185] qui peuvent constituer un obstacle a des applications médicales. Pour cela, dans le cadre
de cette recherche, on a utilisé un dérivé de CMC respectivement la CMC oxydée, un agent
réticulant naturel, capable a réagir avec le chitosane qui formé de réseaux a caractére
hydrogels sous forme de films. C’est pourquoi les hydrogels sont soumis a des purifications
rigoureuses afin d'améliorer la compatibilité avec 1'organisme qui complique et augmente le
prix de production d'un biomatériau.

Pour la réticulation chimique du chitosane des molécules bifonctionnelles ou macromolécules
diverses contenant des aldéhydes comme le formaldéhyde, le glyoxal , le glutaraldéhyde
(GA), la génipine, les diacrylates ont été utilisées. Ces hydrogels présentent des propriétés

mécaniques supérieures aux hydrogels physiques [179].

I1.7. Utilisation des hydrogels pour de bioapplications
Les hydrogels sont des réseaux qui peuvent absorber de I’eau ou des solutions
aqueuses. De tels types de gels, appelés gels polyélectrolytiques, peuvent absorber plusieurs

centaines de fois leur propre poids en solvant [154]. C’est pour cela que ces gels sont utilisés
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dans des domaines variés tels que 1’industrie pharmaceutique et alimentaire, le cosmétique et
le domaine médical.

Dans ce projet, des hydrogels a base de chitosane et de carboxyméthylcéllulose ont été
développés ; ces deux polyméres sont en effet biocompatibles, ils ne se dégradent pas avec le
temps et ils présentent une méthode de réticulation qui est rapide et compatible avec le milieu

biologique. Ils vont donc étre présentés en détail dans cette thése.

I1.7.1. Hydrogels a base de polyméres biocompatibles et biodégradables pour

applications biomédicales

Les hydrogels sont tres utilisés en biomédecine, ce qui a favorisé le développement de
procédures de synthese et d’assemblage bien contrdlées, a partir de polymeres [186,187], de
copolymeres [188,189], ou encore de polymeres fonctionnalisés [190,191]. La pertinence des
hydrogels comme matériaux biomédicaux et leur performance dans une application donnée
dépendent en grande partie de leur structure. Il existe une trés vaste gamme de polymeres
utilisables pour la formation d'hydrogels pour les biomatériaux, a condition qu'ils soient
biocompatibles. Le choix du polymeére se fait surtout en fonction des besoins (délivrance ou
encapsulation), du coft, de la disponibilité et de la reproductibilité du polymere.

Dans ce contexte, les hydrogels a base de polysaccharides (polyméres naturels) sont
préférables, en termes de biocompatibilité ; par rapport aux hydrogels a base de polymeres
synthétiques, ils présentent une meilleure biodégradabilité puisque 1’organisme possede déja
les outils enzymatiques pour dégrader différents polysaccharides et protéines de I’organisme.
De plus, les polymeéres naturels provoquent peu de réactions inflammatoires ou de toxicité,
contrairement aux polymeres synthétiques qui sont souvent issus de synthéses « dures »,
potentiellement sources de résidus toxiques [192]. La principale faiblesse des hydrogels a
base de polysaccharides ou protéines est leur plus faible résistance mécanique par rapport aux

hydrogels synthétiques [193,194].

I1.7.2. Criteres et principales propriétés pour la conception d’hydrogels injectables

Les caractéristiques des hydrogels en font des matériaux tres recherchés pour un grand
nombre d’applications dans les secteurs des biotechnologies, du biomédical, de Ia
pharmaceutique ou encore de I’agroalimentaire suite & leurs propriétés notables et versatiles.
De plus, la nature chimique et le mécanisme de formation du gel influencent fortement la
compatibilit¢ du biomatériau a contenir des cellules viables [195]. Les hydrogels utilisés

comme biomatériaux dans les biotechnologies nécessitent certaines propriétés physico-
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chimiques que l’on doit pouvoir caractériser et controler. Les hydrogels biodégradables

doivent présenter une série de propriétés biologiques et mécaniques, telles que:
I1.7.2.1. Cinétique de gélification

Un temps de gélification relativement court permet d’éviter la fuite de ’hydrogel hors
du site dans lequel il est injecté, mais il doit cependant étre suffisamment long pour permettre
la migration du liquide jusqu’au site d’intérét. En effet, la composition du gel change au cours
du temps et de la réaction de réticulation. La rhéologie permet d'évaluer le module de
conservation G' et le module de perte G" en fonction du temps. G’ représente la composante
¢lastique en cisaillement et la portion réversible de la déformation, alors que G’ représente la
composante visqueuse de la solution en cisaillement et la portion irréversible de la
déformation suite a une sollicitation. Lorsque G’< G’’, le matériau possede des propriétés
attribuables aux liquides et lorsque le processus de gélification commence, G’ va dépasser

G”’, le matériau possédant alors des propriétés qui se rapprochent des solides [196].
11.7.2.2. Propriétés de gonflement dans des milieux aqueux

Le taux de gonflement a I’équilibre d’un hydrogel évalue sa capacité a absorber I’eau,
et influence notamment ses propriétés mécaniques ; en général, ils peuvent gonfler dans les
milieux aqueux de 10-98% par rapport a leur poids, en fonction du type de polymeére, sa
concentration, la densit¢ de réticulation et les facteurs environnementaux tels que la
température, le pH et la force ionique ou encore la lumicre [157,197]. En effet, les chaines
polymériques interagissent avec les molécules d’eau et tendent a s’éloigner. Au contraire, le
réseau polymérique, réticulé physiquement ou chimiquement, applique des forces attractives
qui retiennent les chaines. L’équilibre est atteint lorsque les forces de répulsion et d’attraction
se compensent [157]. La capacité de rétention de 1’eau des hydrogels apparait en principe
grace a la présence de groupements hydrophiles, tels que les groupements amines, hydroxyles,

carboxyles et sulfonates des chaines macromoléculaires [198].
I1.7.2.3. Propriétés mécaniques

Dans la formation de I’hydrogel, la phase liquide peut se déplacer au sein du réseau
polymérique et les propriétés mécaniques du gel dépendent alors notamment de la vitesse de
déformation, du temps de réaction, de la température et de la quantité et le type de solvant. La
rigidité des hydrogels est communément évaluée a titre comparatif grace a leur module
¢lastique (module d'Young) par des essais en cisaillement et/ou en compression, et plus

rarement en tension [199]. La rigidit¢ des gels peut étre influencée par de nombreux
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parametres tels que la concentration en polymére, la méthode de préparation, le taux de
gonflement, le mode et degré de réticulation [157]. Les gels plus rigides sont moins

déformables et peuvent casser lorsque la contrainte dépasse une contrainte seuil de rupture.
11.7.2.4. Porosité

La porosité est un des paramétres les plus importants pour assurer la migration,
l'attachement et la prolifération des cellules ainsi que pour le transport des nutriments et
l'incorporation de médicaments. La taille de pores idéale est cependant encore débattue et
dépend du type cellulaire (de quelques micrometres a quelques centaines de micrometres)
[200]. La structure du réseau (taille des pores), la composition du polymere, la nature et la
taille des solutés sont autant de parametres a prendre en compte dans le phénomene de
diffusion. Différentes techniques existent pour créer de la porosité (réticulation,
lyophilisation, gaz CO») et l'analyse de la morphologie des gels méme a 1'état gonflé peut tre
évaluée par microscopie ¢lectronique a balayage [199]. Cependant, cette technique présente
des limites car elle analyse un hydrogel sec dont la structure et la porosité peuvent avoir été

modifiés par le procédé de séchage (lyophilisation).
I1.7.2.5. Biocompatibilité

La biocompatibilit¢ se définit comme la capacit¢ d'un biomatériau a remplir sa
fonction sans engendrer d'effet indésirable chez son hote. Cette propriété est essentielle pour
éviter le phénomene de rejet du matériau ou des problémes de toxicité. Durant des décades
l'utilisation de biomatériaux polymériques était empirique, par la suite les chercheurs ont
commencé a s'interroger sur les conséquences d'introduire un matériel étranger dans
l'organisme a des buts thérapeutiques. Il est devenu évident que les caractéristiques
structurales de 1'implant, c'est-a-dire composition chimique, charge de surface, porosité, taille
et forme, sont les facteurs importants déterminant la biocompatibilité.

En termes pratiques, la biocompatibilit¢ d'un matériau polymérique (implants,
microparticules) s'évalue in vivo et elle se caractérise par la réponse de 1'hote qui peut se

manifester de plusieurs manieres [201].
I1.7.2.6. Biodégradabilité

La dégradation du gel peut étre contrdlée par des méthodes physiques et/ou chimiques:
il est possible de jouer sur la masse molaire des polymeéres ou leur composition pour controler
la cinétique de dégradation in vivo. La vitesse de dégradation doit étre comparable a la vitesse

de régénération du tissu natif. La capacité des hydrogels a se résorber peut étre provoquée par
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voies enzymatique, hydrolytique ou environnementale (pH, température, etc...). L’utilisation
d’enzymes est un exemple de méthode biologique permettant la dégradation des hydrogels
[201].

Par la suite, nous détaillerons plus particuliérement les caractéristiques des hydrogels

biocompatibles et leurs potentiels pour ces applications biomédicales.
I1.7.3. Caractéristiques des hydrogels biocompatibles

En revanche, plusieurs caractéristiques rendent les hydrogels biocompatibles quand ils
sont introduits dans le corps :

e Les hydrogels gonflent dans I’eau et entrainent un relachement du réseau polymere
permettant ainsi la libération du principe actif par diffusion.

e La nature hydrophile des chaines polymériques favorise les propriétés
hydrodynamiques des cellules a I’interface de 1’hote et prévient ainsi ’adsorption protéique
et I’adhésion cellulaire de surface.

e Les hydrogels, aprés gonflement, acquierent une certaine élasticité et subissent des
pressions des tissus avoisinants sans étre déformés tout en remplissant leur role. Cette
¢lasticité baisse le risque d’altérer les tissus avoisinants par compression, irritation et friction

[202].
I1.8. Applications biomédicales des hydrogels

L’objectif de cette partie n’est pas de détailler de maniere exhaustive toutes les
applications des hydrogels, mais plutét de donner un apergu des principales utilisations
possibles de ces matériaux en lien avec leurs caractéristiques physico-chimiques, illustrées par
quelques exemples dans les domaines du biomédical et de la cosmétique [203].

Grace a leur capacité de retenir une quantité significative d’eau [204], les hydrogels
ressemblent assez bien aux tissus naturels vivants, ce qui les rend utiles comme systémes de
délivrance pour la libération contrdlée de médicaments et de genes [205, 206] , les lentilles de
contact [207], l'ingénierie tissulaire [208], les biocapteurs [209], les matériaux dentaires,
implants, systémes injectables de polymeres, matériaux hybrides (encapsulation des cellules

vivantes) [210] et ’imagerie médicale.

I1.8.1. Applications ophtalmologiques: lentilles de contact, implants oculaires, substituts du

corps vitré.
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I1.8.2. Systémes a libération controlée de médicaments ou substances bioactives

Une des applications importantes des hydrogels est leur utilisation en pharmaceutique
pour la libération controlée de molécules bioactives. Un systéme de libération doit pouvoir
controler le relargage du soluté en fonction du temps. Parmi les biomatériaux disponibles, les
hydrogels possédent un ensemble de caractéristiques qui les rend trés adaptés a cette
application car la diffusion des molécules actives peut étre controlée.

Le choix du matériau et du réseau de 1’hydrogel va gouverner la libération du médicament
hors de la matrice. Les principaux critéres a prendre en compte dans la fabrication de

I’hydrogel avant son utilisation sont listés dans le tableau II.1.

Tableau II.1: Criteres de fabrication pour des hydrogels utilisés en relargage controlé.

Adapté de [211].

Critéres Variables

Propriétés de transport Taille et masse molaire de la molécule

Masse molaire du polymére de 1’hydrogel

Diffusion de la molécule Densité de réticulation

Interaction polymére-molécule

Vitesse/Taux de dégradation de I’hydrogel

Propriétés physiques Concentration en polymére/réticulant/initiateur
Conditions de gélification Température, pH, force ionique

Propriétés de structure Masse molaire du polymere

Biodégradabilité Résistance mécanique

Réactivité aux stimuli Concentration de groupes sensibles aux stimuli
Propriétés biologiques Cytotoxicité de ’hydrogel

Biocompatibilité Biodégradabilité

Dans la plupart des applications médicales, les hydrogels biodégradables sont
favorisés puisqu’ils se dégradent assez rapidement dans des conditions relativement douces, et
évitent ainsi une intervention chirurgicale supplémentaire de retrait d’un implant d’hydrogel
non dégradable. La prédiction du temps de dégradation des hydrogels est cruciale pour
garantir le succes du relargage du médicament et maximiser les effets thérapeutiques [211].
Les systémes de distribution controlée de médicaments a base d’hydrogels peuvent étre
utilisés pour une application orale, oculaire, sous-cutanée ou épidermique. L’administration

de médicaments par voie orale est la méthode la plus utilisée.
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11.8.3. Pansements pour les plaies: les pansements stériles, bandage.

I1.8.4. Applications des hydrogels dans ’industrie alimentaire: membranes, différentes
formes d’adjuvants.

I1.8.5. Applications des hydrogels en agriculture: bio-fertilisants.

11.8.6. Applications des hydrogels en cosmétiques: Les hydrogels sont également tres
utilisés dans le secteur de la cosmétique. Les principes actifs sont piégés dans le réseau,
lorsque la formulation cosmétique est appliquée sur la peau dont le pH est autour de 6, le

gonflement des microparticules d’hydrogel libere les actifs qui s’absorbent dans la peau [212].
I1.9. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons examiné les différentes méthodes pour 1’obtention des
hydrogels de polysaccharides, en nous attardant sur la préparation des hydrogels et leurs
utilisations dans le domaine biomédical et nous nous sommes limités aux polysaccharides les
plus courants. Au cours de ces dernieres années, de nombreuses recherches ont été réalisées
dans le domaine médical, qui soulignent I’intérét que peuvent avoir les hydrogels de chitosane

pour des applications dans ce domaine.
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II1. 1. Introduction

La curcumine est donc un composé issu du milieu naturel possédant plusieurs
fonctions chimiques accompagnées d’une structure la rendant particulierement adaptable a
diverses cibles moléculaires. Ceci lui procure une importance dans le domaine de la santé car
elle est capable d’agir sur des cibles impliquées dans plusieurs processus physiopathologiques
dont le plus étudi¢ a ce jour est la cancérologie. Une partic sera donc consacrée a la
description globale des propriétés, des caractéristiques et différentes activités du curcumine.
Dans cette recherche, la curcumine a ét¢ immobilis€ aux films hydrogels a base de
CS/CMCOx et de CS/LA/CMCOx, puis la cinétique de libération de la curcumine a été
étudié dans deux milieux de pH différents a (pH = 7,4 et a pH = 5,5).

I11. 2. Historique

La découverte de la curcumine présente dans le curcuma parmi les autres
curcuminoides, remonte au milieu du siecle des lumieres quand Vogel et Pelletier publient en
1815 dans le Journal de Pharmacie et Sciences Accessoires 1’isolement de la « matiére
colorante jaune » des rhizomes de Curcuma dans leur essai intitulé « Examen chimique de la
racine de Curcuma ». A la suite de quoi ils ont nommé cette matiére curcumine [213]. Ce
n’est qu'en 1910, aprés I’émission de conjectures diverses, que Milobedzka et Lampe
identifient la structure chimique de la curcumine comme le diféruloylméthane ou (1E,6E)-1,7-
bis(4-hydroxy-3-méthoxyphényl)-1,6-heptadieéne-3,5-dione (figure II1.1). Ils en publient la
synthése en 1913 puis Srinivasan sépare et quantifie les composants du curcuma par

chromatographie.

CH3;0 OCH3;

HO—@—CH=CH COCH,COC H#H@—OH

CURCUMIN Diferuloyl methane

Figure IIL.1: (A) Rhizome et poudre de curcuma, (B) Curcuma longa et (C) structure

chimique développée de la curcumine [214].
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I11. 3. Définition, structure : Aspect, utilité de la curcumine

La curcumine ou le diféruloylméthane est le pigment principal présent dans le
curcuma, une poudre, est un polyphénol présent dans les rhizomes de Curcuma longa (famille
des Zingiberaceae) (figure II1.2). Elle est utilisée depuis des si¢cles dans la médecine indienne
et chinoise pour le traitement des pathologies inflammatoires. C'est une molécule lipophile,
comprenant deux groupements phénoliques, qui posséde une large gamme d'activités
biologiques comprenant une activité anti-inflammatoire, antioxydante, anti-cancéreuse, anti-
microbienne, antispasmodique, anticoagulante, hépato-protective, hypocholestérolémiante et

cicatrisante [214,215].
0

0
MEOD/VUK/AH% IOME
HO Z curcumine NS “OH

Figure II1.2: Structure de la curcumine.

Le nom chimique de la curcumine est le 1,7-bis (4-hydroxy-3-methoxy phényl)-1,6-
heptadiene-3,5-dione ou diferuloylméthane ; c’est une molécule symétrique qui contient deux
fonctions cétoniques séparées par un méthyléne (-CHz), et deux noyaux aromatiques dans les
deux extrémités. Chacun des deux noyaux porte deux groupements : hydroxyle et méthoxy en
position para et méta respectivement.

De par sa couleur jaune orangée, la curcumine a été traditionnellement utilisée comme
colorant dans les matiéres grasses, dans les produits de la péche préparés, dans les aliments en

tant que colorant naturel E 100 ainsi que divers produits agroalimentaires, ...etc [216].
III .4. Les principaux composés du curcuma

Le curcuma contient énormément de micronutriments, mais son ingrédient actif reste
les curcuminoides, pigments polyphénoliques, dont le principe actif majoritaire est la
curcumine. Il contient aussi la déméthoxycurcumine, la dihydrocurcumine et Ia
bisdéméthoxycurcumine. Le curcuma est également une bonne source de fibres alimentaires,
de manganese, de fer, de vitamine B6 et de la vitamine C. Il renferme également de 1’huile
essentielle, des quinoides, des stéroides dont le cholestérol et le campestérol, des
phénylpropanoides, des monoterpenes, des benzénoides, des carbohydrates et des alcaloides.

C’est une poudre cristalline, jaunatre et inodore, trés peu soluble dans I’eau, 1’éther de

pétrole et le benzene. Soluble dans 1’alcool éthylique, I’acide acétique glacial et le propylene
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glycol, et tres soluble dans I’acétone et 1’éther éthylique. En plus, la curcumine est considérée
comme un composé chimique non-nutritif et non toxique pour les mammiféres méme en
doses élevées [217].

Cependant, sa nature lipophile conduit & une faible biodisponibilit¢é une fois ingérée
[218,219]. De plus, la curcumine est aussi dégradée a pH basique et neutre, a de hautes
températures, a I’exposition a I’air libre et a la lumiére, aux enzymes et a I’oxygene [220]. Les
différentes voies de dégradation de la curcumine sont représentées dans la figure I11.4 ainsi

que les principaux produits de dégradation dans le tableau III.1.

Réduction des doubles liaisons Clivage de la chainecarbonée
e.g. hexahydrocurcumine e.g. vanilline, acide férulique
CH O
- H1CO 3
HaCO__~ % ~OCH3 /?D /&“\I t@/\@
S l = S N HO
HO OH -
s n //' H Scow/i\/\\\/'co?H
7 I
OH O g e
H3COMI\/\\;EOCHJ
HO ™ Curcumine ™~ 0o
Conjugaison avecl’acide \ /

glucuronique

e.g. curcumine g[ucuronide/

OHP

H4CO. f = S N
Lol |
HDM 'a\.//“o

Oxydation
oyl
(D !\E/ e.g. bicyclopentadione

Figure II1.3 : Les différentes voies de dégradation de la curcumine : (a) réduction,

(b) conjugaison, (c) oxydation et (d) clivage [221].
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Tableau IIL.1 : Les structures de la curcumine, de ces analogues et des principaux dérivés de

I’auto-oxydation [221].

C : Auto- Produit principal
ompose et structure oxdyation t e
o o — o
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Fol S TR S R a ) r\
T 3 A Rapide H“CO“"/WG;-{O\:? ~F ™ 0OCH;
o S - i | —
HO Curcumine oH {(minutes) HO ~ S s {_.
HD/R\\"’)_-G
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OH O < OH
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. . 20
Deméthoxycurcumine (DMC) . HO S
Deméthoxycyclopentadione
P P stable, LCloa LT
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Bisdeméthoxycurcumine (BDMC) enzymatique) Bisdemeéthoxyspiroepoxide
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HyCO™ ~F ~0cH,
4'-4"-0-diméthylcurcumine

II1 .5. Propriétés physico-chimiques de la curcumine

La curcumine est un compos¢ complexe constitué par des fonctions chimiques
pouvant évoluer en fonction de I’environnement direct, de la présence de différents types de
solvants, de la température et de la présence de lumicre. Cette complexité confére a la
curcumine une large collection d’interactions possibles qui multiplient le nombre de cibles
moléculaires potentielles. A pH neutre et acide, la curcumine se comporte comme un donneur
de proton et a pH basique comme un donneur d’électron, a ’origine de ses propriétés anti-
oxydantes. La curcumine est insoluble dans I’eau, instable a pH basique, présente un poids

moléculaire de 368,37 Da et un point de fusion de 183°C [222].
III .5.1. Solubilité de la curcumine

La curcumine est presque insoluble dans 1I’eau (0,6 pg/mL) [223] et 1’éther, mais
soluble dans I’éthanol, le méthanol, le diméthylsulfoxyde (DMSO) et I’acide acétique glacial

(index Merck). Le solvant DMSO est treés utilisé pour les évaluations biologiques de la
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curcumine et posséde des propriétés de solvatations exceptionnelles. La curcumine a une

couleur jaune-orange pour un pH compris entre 2,5 et 7 et rouge a pH supérieur a 7.8.

Pour améliorer la solubilité de la curcumine dans ’eau, certains chercheurs ont fait
I’expérience d’augmenter le pH du milieu aqueux. Cela se traduit par une dégradation et la
formation d’ions phénolates par solvolyse.

En conditions physiologiques, il existe un équilibre entre une forme énolique et une forme
dicétonique. Cette propriété de la curcumine peut étre d'une importance cruciale dans la
détermination de la sélectivité de sa liaison aux protéines, y compris a la protéine amyloide f3

(1-42) dans les modeles de la maladie d'Alzheimer [224].
III .5.2. Spectre d’absorption UV de la curcumine

Le maximum d’absorption de la curcumine au spectrophotometre UV a lieu a 430 nm
dans le méthanol et entre 415 et 420 nm dans 1’acétone. Les spectres consistent en des bandes
larges, spécifiques, comme dans 1’acétonitrile et I’éthanol. Une solution de curcumine a 1 % a
une absorbance de 1650 unités d'absorbance [225].

Le spectre de fluorescence de la curcumine dans le toluéne (Amax = 460, 488 nm) disparait
dans les solvants plus polaires et prend la forme d’une large bande dans I’acétonitrile (Amax =

524 nm) et I’éthanol (Amax = 549 nm).
I11 .5.3. Stabilité de la curcumine

La stabilit¢ de la curcumine est essentielle a la conservation de son activité
pharmacologique. La connaissance de cette stabilité aide les scientifiques a optimiser la
formulation galénique nécessaire pour obtenir une biodisponibilité suffisante et limite la
toxicité occasionnée par les produits de dégradation ou de métabolisme [213].

La curcumine est stable a pH acide (estomac), mais pas a pH neutre ou alcalin. Dans des
conditions physiologiques in vitro (tampon phosphate 0,1 M ; pH 7,2). Arrieta et al., (1988)
[226] ont démontré que la curcumine est dégradée a plus de 90 % en 30 minutes en
féruloylméthane par des mécanismes étudiés.

A pH=108, la demi-vie de la curcumine est d’environ une minute [227]. La
tétrahydrocurcumine, un des principaux métabolites de la curcumine, est a I’inverse de cette
derniére, assez stable en milieu neutre ou alcalin et garde ses propriétés antioxydantes.
Lorsque la curcumine est exposée a la lumiére UV -visible, elle se décompose tant en solution
qu'a l'état solide. La coloration des vétements teints traditionnellement avec du curcuma

s’atténue d’ailleurs au soleil [227].
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III .6. Propriétés pharmacocinétiques de la curcumine

La curcumine présente des effets pharmacologiques trés variés, notamment anti-
inflammatoire, antioxydant et antiprolifératif etc.... Des essais cliniques de phase I montrent
que la biodisponibilité de la curcumine est mauvaise. Méme a de fortes doses (12 g/ jour), la
concentration plasmatique n’est que limitée chez les patients. Les principales raisons qui
contribuent a une faible concentration plasmatique et au bas niveau de curcumine dans les
tissus apres administration par voie orale semblent étre une mauvaise absorption, une
métabolisation rapide, et aussi une élimination rapide [228]. Les paragraphes suivants

résument les quatre processus pharmacocinétiques pour différentes voies d’administration.
II1 .6.1. Par voie orale
a. Absorption

Les études réalisées sur la curcumine ont montré que son administration orale aboutit a
des concentrations sériques extrémement réduites. En effet, la biodisponibilit¢ de la
curcumine par voie orale est faible : elle est peu absorbée par le tractus digestif et une grande
partie de la dose administrée (environ 40 a 75 %) est excrétée dans les feces, 35 % environ
sous forme inchangée, 65 % sous forme de métabolites, majoritairement inactifs.

De facon a comparer les concentrations sériques maximales obtenues, la curcumine a été
administrée chez le rat a la dose de 2 g.kg-1 et chez I’homme a moindre dose : 33 mg.kg-1
soit une dose de charge de 2g pour un adulte de 60 kg. Chez le rat, le pic est de 1,35+0,23
pg/mL et est atteint rapidement (50 min). Chez ’homme, la concentration sérique reste
quasiment indétectable ou extrémement faible (0,006+0,005 pg/mL a Tmax= 1h). Compte tenu
de ces résultats, qu’il faut bien entendu croiser avec les données d’activité pharmacologique
de la curcumine, on peut affirmer que la curcumine posséde une absorption médiocre méme a
forte dose. Cette faible absorption concourt a faire de la curcumine un composé difficilement

biodisponible par voie orale chez ’homme et inconvenante en de trop fortes quantités [229].

b. Distribution

La distribution tissulaire de la curcumine est un parametre assez peu exploré en raison
des problemes d’absorption. Les doses orales de curcumine requises pour obtenir des
concentrations suffisantes a 1’activité pharmacologique en dehors du tractus gastro-intestinal
ne semblent pas atteignables chez ’homme avec I’administration de gélules de poudre.
Pourtant, chez 1’animal, des effets en dehors du tube digestif ont été¢ mis en évidence a des

doses de curcumine inférieures a celles permettant de la détecter dans les organes.
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On ignore encore si ces effets peuvent étre dus a d’autres composés que la curcumine,
a des métabolites actifs inconnus, a des composés de dégradation, a des facteurs de
I’environnement local potentialisant 1’effet de la curcumine [230]. Dans la mesure ou la
curcumine posséde des activités intéressantes pour les maladies neurodégénératives, sa

distribution tissulaire cérébrale est également médiocre.
c. Métabolisation

Une fois absorbée, la curcumine va étre trés rapidement métabolisée, via des
mécanismes de conjugaison, en glucuronoconjugué¢ et en sulfate. Ces modifications sont
réalisées par des UDP-glucuronosyl transférases et des sulfonyl transférases dans le but de
rendre la curcumine moins lipophile afin qu’elle soit €liminée plus rapidement. Le foie est
I’organe principal dans lequel se déroulent ces réactions. Le fait d’étre métabolisé rapidement
au niveau du foie est une étape subie par certaines substances absorbées par voie orale. On dit
que la curcumine subit un fort « effet de premier passage hépatique ». Lors d’une étude sur sa
métabolisation, la curcumine a été administrée oralement a des rats a la dose de 500 mg/kg.
Dans de telles conditions, de petites quantités de curcumine, d’hexahydrocurcumine et de
glucurono-hexahydrocurcumine, ainsi que des quantités plus importantes de glucurono-

curcumine et de sulfo-curcumine sont retrouvées dans le plasma [231].
d. Elimination

L’¢limination d’un composé est appréciée par le calcul de la demi-vie qui correspond
au temps qu’il faut a organisme pour éliminer la moiti¢ de la quantit¢ de médicament
parvenue jusqu’au compartiment plasmatique ou pour atteindre la moiti¢ de la concentration
maximale. La curcumine administrée par voie orale chez I’animal ou I’homme est
majoritairement excrétée dans les feces sous forme inchangée. L’excrétion urinaire a lieu sous
forme de glucurono- et sulfo-conjugués.

Une étude a relevé des demi-vies d’absorption et d’élimination pour une dose de 2
g/kg administrée par voie orale chez le rat et ’homme de 0,31+£0,07 h et 1,7+0,5 h,
respectivement. Les taux de curcumine absorbée sont si faibles qu’ils n’ont pas produit de
données exploitables pour le calcul des caractéristiques d’élimination de la curcumine.

La demi-vie d’élimination n’est pas significativement différente pour des doses plus faibles,
ce qui indique qu’elle est indépendante de la dose administrée. Une autre étude, postérieure,
rapporte une demi-vie d’élimination plus longue apres administration orale de 500 mg/kg de
curcumine (44,5 + 7 h), mais la littérature existante n’est pas encore suffisante pour

déterminer quels sont les facteurs controlant la demi-vie d’élimination in vivo [232].
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III.7. Avantages de la curcumine
III.7.1. Activités biologiques de la curcumine

La structure chimique de la curcumine joue un rdle essentiel dans son activité
biologique et sa biodisponibilité. La curcumine posséde une large gamme d’activités
pharmacologiques 'y compris des activités antioxydantes, anti-inflammatoires,
anticancéreuses et antidiabétique. Le mécanisme d'action est complexe et probablement

multifactoriel.
a) Activité antioxydante

La curcumine est un bon antioxydant et inhibe la peroxydation lipidique qui joue un
role important dans I’inflammation, les maladies cardiovasculaires et le cancer. Il a été
démontré que la curcumine est dix fois plus antioxydante que la vitamine E. Aussi, la
curcumine agit comme un piégeur de radicaux libres [233]. Tout d’abord, I'effet de la
curcumine sur la peroxydation lipidique a été étudi€ par plusieurs auteurs et sur des modeles
variés. De plus, D’activité antioxydante de la curcumine est médiée par des enzymes
antioxydantes telles que le superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase
[234]. La curcumine est un accepteur dans la réaction de Michael, ce qui lui permet de réagir
avec le glutathion et la thioredoxine. La réaction de la curcumine avec ces composés réduit le
glutathion intracellulaire dans les cellules.

Le mécanisme antioxydant de la curcumine est attribué¢ a sa structure, incluant les phénols
méthoxylés et la forme énol de la B-dicétone. Le processus antioxydant non enzymatique se

fait en deux étapes :

S-O0- + AH SOOH + A-

Aet Xe produit non radical ;

ou S: est la substance oxydée, AH : ’antioxydant phénolique, Ae : le radical antioxydant et

Xe : un autre radical. A« et Xe se recombinent pour former un produit non radical [235].
b) Activité anti-inflammatoire

L’action anti-inflammatoire de la curcumine, connue depuis des millénaires, est basée
au niveau moléculaire sur ses effets inhibiteurs vis-a-vis de la COX-2, des LOX, de I’iNOS et
de la production de cytokines (figure III.5). Du point de vue clinique, la curcumine a montré
ses effets anti-inflammatoires chez I’homme par voie orale (doses de 375 a 1200 mg/jour) en

situation post-opératoire, dans la prise en charge de la polyarthrite rhumatoide [236].
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Les effets antioxydant et anti-inflammatoire trouvent des applications dans les

traitements de nombreuses affections [237].

ANTI-INFLAMMATORY

NEUROPROTECTIVE

ANTI-OXIDANT;

ANTI- B aronbo ani. ) PRO-APOPTOTIC AND
CARCINOGENI mTOR, c-mye, Akt ANTI-APOPTOTIC
CURCUMINOIDS
CARDIO- NF- B, INOS, MMP- Cytokines, TNF-c,
PROTECTIVE 2, TNF-a LDL S e IMMUNOMODULATORY

ANTI-DIABETIC /

GASTROPROTECTIVE &
PROKINETIC
ANTIBACTERIAL
CYSTIC FIBROSIS WOUND HEALING ANTIPROTOZOAL
ANTIFUNGAL
ANTIVIRAL

Figure I11.4 : Mode d'Action des Curcuminoides.
¢) Activité anticancéreuse

La curcumine peut aussi supprimer 1’activité tumorogénique d’une large variété de
carcinogeénes, notamment responsables des cancers du cdlon, duodénum, cesophage,
aérodigestif, foie, sein, buccaux et prostate [238].

Plusieurs études indiquent que la curcumine est un puissant agent anti-cancer. Elle inhibe la
croissance de cellules cancéreuses vari€es ; les tumorogeneses de la glande mammaire, de la
cavité orale, des voies aérodigestives, de I’oesophage, de I’estomac, de I’intestin, du colon, du

poumon et du foie ont été stoppés par cette derniere [238].
d) Activité antidiabétique

Les rapports d'études expérimentales prouvent également l'efficacité du curcuma pour
le diabete [239]. La curcumine s'est révélée capable de diminuer les complications du diabéte
sucré. Une étude expérimentale sur l'efficacité du curcuma sur la glycémie chez des rats
albinos a montré que le curcuma et la curcumine réduisaient le taux de sucre dans le diabete
induit par I'alloxane. Le curcuma était céleébre pour sa propriété antidiabétique.

Le rapport suggére que l'action antidiabétique du curcuma peut €tre principalement a travers
la vitalisation des cellules pancréatiques et par la stimulation de la production d'insuline. On a
trouvé que l'extrait éthanoique de curcuma abaissait le niveau de glucose sanguin lorsqu'il
était injecté a des rats expérimentaux. L'effet abaissant était de 37,2% apres 3 heures et de

59,5% apres 6 heures. L’huile essentielle de Curcuma longa et son composant principal,
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I’ar-turmérone, sont capables d’inhiber significativement l’activité de 1’a-glucosidase et de

I’a-amylase, des enzymes clés liées au diabete de type 2 [240].
I11. 8. Inconvénients de la curcumine

La curcumine présente l'inconvénient majeur d'avoir une faible résorption intestinale
aprés administration orale, et donc une faible biodisponibilité systémique, ainsi qu'une
métabolisation systémique importante. Cela est sans doute di au fait qu'il s'agit une molécule
quasiment insoluble dans I'eau et qu'elle est rapidement métabolisée, conjuguée dans le foie et
¢liminée. Les métabolites formés sont la dihydrocurcumine et la tétrahydrocurcumine qui
sont ensuite transformés en conjugués glucuronides. De plus la curcumine ne possede pas les
propriétés physico-chimiques nécessaires pour le développement d'un médicament, rendant
son usage thérapeutique limité. C'est pourquoi les chercheurs investiguent les bénéfices de
complexer la curcumine avec d'autres molécules pour augmenter sa biodisponibilité

[214,241].
I11. 9. Les cyclodextrines

II1. 9.1. Définition, structure et utilité

Les cyclodextrines (CD) sont des molécules-cage ou cages moléculaires d’origine
naturelle qui permettent d’encapsuler diverses molécules a caractére hydrophobe [242]. Ce
sont des oligomeres cycliques composés de n chaines de glucopyranose liés en a-(1,4). Trois

familles sont principalement utilisées ou ¢étudiées les a-, B- et y-cyclodextrines formées

respectivement de 6, 7 et 8 chaines CsH1005 [243]. (Figure I11.6).
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Figure I1L5 : Les structures des trois familles principales de cyclodextrines classées selon le
nombre d’unités de glucose présentes : a-, - y- CDs (avec 6, 7, 8 unités de glucose

respectivement) [244].
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Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques avec une surface externe
hydrophile et une cavité centrale lipophile permettant de réaliser des complexes d'inclusion
avec des molécules peu solubles dans I’eau, possédent une structure en tronc de cone,
délimitant une cavité en leur centre. Cette cavité présente un environnement carboné apolaire
et plutdt hydrophobe (squelette carboné et oxygene en liaison éther), capable d'accueillir des
molécules peu hydrosolubles, tandis que l'extérieur du tore présente de nombreux
groupements hydroxyles, conduisant & une bonne solubilit¢ des cyclodextrines en milieu
aqueux. Grace a cette cavité apolaire, les cyclodextrines sont capables de former des
complexes d'inclusion en milieu aqueux avec une grande variété de molécules-incorporées
hydrophobes [245]. Une ou plusieurs molécules peuvent étre encapsulées dans une, deux ou
trois cyclodextrines (figure I11.7).

La formation de complexes d'inclusion peut se faire avec des molécules liquides,
solides ou gazeuses. La formation de complexe suppose une bonne adéquation entre la taille
de la molécule a incorporer et celle de la cyclodextrine. Les liaisons hydrogéne et de Van der
Waals ainsi que les interactions hydrophobes facilitent la formation de complexes stables
entre la cavité hydrophobe apolaire de la CD et les molécules peu hydrophiles [246].
L'intérieur de la cavité apporte un micro-environnement lipophile dans lequel peuvent se
placer des molécules non polaires. Des CD ont été utilisées comme agents d'encapsulation a
diverses fins telles que la stabilisation d'ardmes [247,248] et des vitamines [249]. L ’inclusion
des polyphénols tels que le resvératrol [250], la quercétine [251] et la curcumine [252] dans
les CD leur permet d'atteindre des concentrations plus €élevées dans les solutions aqueuses et
proteége leur activité antioxydante de 1’oxydation.

Les CD peuvent constituer avec les nanoparticules lipidiques solides des matrices
d’encapsulation mixtes permettant par exemple d’améliorer la stabilité et la résistance de la

curcumine face a ’oxydation [253].
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Figure I1L.6 : Représentation schématique de I'association d'une cyclodextrine libre (CD)
avec une molécule (médicament) pour former un complexe molécule-cyclodextrine (1:2)

(complexe médicament-CD) [254].
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Les pB-cyclodextrines (B-CD) sont largement appliquées dans les sciences
pharmaceutiques pour améliorer la solubilité et la stabilité de principes actifs (protection
contre l'oxydation, les UV, la chaleur,...), améliorer les mécanismes de dissolution des
molécules actives ainsi que pour leur compatibilité¢ biologique. Elles augmentent également le
passage de molécules a travers les biomembranes. Leurs nombreuses propriétés font qu'elles

sont également utilisées dans d'autres domaines comme 1'industrie cosmétique et alimentaire.
IT1.10. Mécanismes de libération par gonflement suivi d'une diffusion

La compréhension des mécanismes de gonflement des polymeres dans 1'organisme est
importante pour permettre de concevoir le systeme particulier de libération controlée et
permet d'expliquer les comportements cinétiques de libération. Le principe actif est dissout ou
dispersé au sein d'une matrice polymérique biocompatible.

Le polymere ne subit aucune modification chimique, il n'est pas dégradé, l'eau diffuse
simplement a l'intérieur du réseau polymere, le gonfle, ce qui permet aux médicaments pi€gés

a I'intérieur de se libérer.

I11.10.1. Les facteurs influencant la libération d'un principe actif a partir des matrices

hydrophiles

De nombreux facteurs peuvent influencer la vitesse et le mécanisme de libération
d'une substance active a partir d'une matrice hydrophile. Ces facteurs concernent la substance
active (solubilité, masse moléculaire, pourcentage dans la matrice (charge), taille des
particules, etc.), le polymeére (type de polymére, masse moléculaire, fonctionnalisation,
viscosité, pourcentage dans la matrice, taille des particules, mélange des polyméres, etc.), le
milieu de dissolution (pH, force ionique, etc.) et la formulation (teneur en eau, processus de

fabrication, caractéristiques des comprimés, etc.) [255].
I11.10.2. Cinétiques de libération d’un principe actif

Le systéme idéal voudrait que 1’on obtient une cinétique de libération d’ordre zéro. Or
ce n’est pratiquement jamais le cas car les conditions de diffusion varient généralement au
cours du temps avec 1’apparition de phénomenes d’érosion, de gonflement ou la création de
canaux engendrés par la dissolution progressive du principe actif a I’intérieur de la matrice ou
a la surface de ’enrobage [256].

Lorsque la quantité¢ de I’agent actif diffusant a travers la matrice est directement
proportionnelle au gradient de concentration, la libération est régie par un ordre 1. Si la

diffusion devient indépendante du gradient de concentration, la cinétique peut évoluer vers un
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\

Ordre 0. Lorsqu’apparaissent les phénomeénes de relaxation liés a 1’érosion et/ou au
démantelement des chaines de polymere, la libération est régie par une loi exponentielle non-

Fickienne [257].
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Figure I11.7 : Cinétiques de libération d’ordre 0 (a) et d’ordre 1 (b) apres administration orale

d’une forme a libération prolongée.

Notre travail a porté sur la réalisation de systémes d’hydrogels. Dans ce type de
systemes, la libération est souvent contrdlée par une étape d’ordre diffusionnel suivant les lois

fondamentales de Fick portant sur la diffusion de la matiére.
III.11. Conclusion

Dans ce chapitre nous avons fait une étude bibliographique sur la curcumine, [-
cyclodextrines et leurs descriptions, taxonomie, propriétés pharmacologiques (activité
antioxydante, antinflammatoire et antidiabétique ...etc) et ainsi leurs utilisations dans
différents domaines telle que le domaine alimentaire, corrosion, médecine et pharmaceutique
...etc. La biodisponibilit¢ médiocre de la curcumine explique qu’elle ne soit pas trés utilisée
en biomédical de nos jours, mais encourage la recherche de solutions toujours plus innovantes
pour la rendre efficace. Pour résoudre ce probléme, la conception de complexe d'inclusion de
la (B-cyclodextrines /curcumine) est une manicre parmi celles existantes de promouvoir ses
effets protecteurs en améliorant sa biodisponibilité. C’est une partie d'objet de notre thése qui
m’a été confiés. Elle consiste en ’obtention des films hydrogels encapsulés par le complexe
d’inclusion curcumine, reproduisant ses effets antioxydants, mais en outre dépourvus de

cytotoxicité et davantage biodisponibles.
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Chapitre 1V Materiel et méthodes expérimentales : synthéses et caractérisations

IV.1. Introduction

Dans ce chapitre, nous allons nous intéresser a la synthése des séries de films
hydrogels biocompatibles en utilisant le chitosane (CS), lactalbumine (LA) avec différents
taux de carboxyméthylcéllulose oxydée (CMCOX) en différents rapports molaires, par une
réticulation covalente. Tous les films hydrogels obtenus vont étre testés afin de choisir celles

qui présentent les meilleures performances.

A cet effet, on devrait passer initialement par le choix de matériel et des solvants
les plus appropri€s, la préparation des polymeres a utiliser, ainsi que I’obtention de la
fonction aldéhyde de CMCOx par 1’oxydation chimique du CMC. Dans ce qui suit nous
allons -présenter quelques techniques qui fournissent les conditions de formation des films a

caractére hydrogels, ainsi que les parametres de travail de ces processus.

L'objectif principal de ce travail expérimental était d'optimiser les conditions de réaction pour
obtenir des films d'hydrogels a base de CS/CMCOx et CS/LA/CMCOx avec les meilleures
caractéristiques physico-chimiques et de les utiliser comme systémes de délivrance pour une

libération contrdlée et prolongée de curcumine.

IV.2. Matériaux et réactifs utilisés

Carboxyméthylcellulose de sodium en poudre (CMC) (la masse molaire de ['unité
structurale est 233,70 g/mol ; Son degré de substitution est 70%, la viscosité moyenne est de

400-800 cps).

Chitosane (CS) avec un degré de N-désacetylation de 75%, la masse molaire moyenne: 190-

310 kDa , pKa=6,2 , la viscosit¢ moyenne est de 200-800 cps.

Le périodate de sodium (NalQ4, 99%) MM = 213,89 g/mol.

La curcumine (extrait de Curcuma Longa) (Cze%1H2006) MM= 368,37 g/mol.
a-Lactalbumine ;

B-cyclodextrine (Cs2H70035) MM =1135 g/mol, la solubilité dans I’eau a 25°C est 18,5g/L.
Sont fournis de chez Sigma-Aldrich. Tous les autres produits chimiques utilisés lors de la

réalisation de ces études sont de grade analytique.

Les solvants utilisés :

L’acide chlorhydrique (HCI) (35-37%) MM= 36,5g/mol,

L’acide acétique glacial (CH;COOH) (Nr. EC: 200-580-7) MM=60,05 g/mol,
L’acétone (C3HsO) (Nr. EC: 200-662-2) MM = 58,08 g/mol,
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Le méthanol (CH30H) (Lot CDF 02) MM = 32,04 g/mol,

L’éthanol (C2HsOH) de pureté 96% MM = 46 g/mol

Le diméthylsulfoxyde DMSO (C2HsOS) MM = 78,13 g/mol

Autres produits:

La ninhydrine (2,2-dihydroxyindan-1,3-dione) (CoHsO4) MM= 178,18 g/mol, DPPH (2.2'-
diphényl-1-picrylhydrazyl) (Ci1sHi12NsOs) MM=394,32 g/mol, hydroxyde de sodium de pureté
100% (NaOH) MM= 40g/mol, phosphate de sodium monobasique (NaH,POs;) MM=
119,98g/mol, phosphate disodique (Na,HPOs) MM= 141,96g/mol, l'iodure de potassium
(KI) MM= 166g/mol, le thiosulfate de sodium (Na»S>03) MM= 158g/mol , le carbonate de
sodium (Na;CO3) MM= 106 g/mol , Amidon (CsHi0Os5)n MM= 106 g/mol, bichromate de
potassium (K>Cr.O7) MM= 294 g/mol, Tween80 (CssH124026) MM= 1227,54 g/mol ; sont

fournis par société chimique.
IV.3. Méthodes de modification chimique des polysaccharides

Au départ, nous avons soumis la carboxyméthylcellulose a la modification chimique
par oxydation. On utilise le plus souvent pour ce but le periodate de sodium (NalO4) qui
provoque des oxydations chimiosélectives des groupements dioles vicinales avec la formation
de dialdéhydes par scission homolytique de la liaison entre les deux carbones vicinaux du

motif du polysaccharide (C>-C3).
IV.3.1. Préparation de la carboxyméthylcéllulose oxydée (CMCO)

L’oxydation de la carboxyméthylcellulose (CMC) par periodate de sodium (NalOs)
est menée selon la méthode décrite par A. Kulikowska (2013) [258] avec légere modification.
Nous devons mentionner que la CMCOx a été préparé d’une part a partir de la solubilisation
complete d’une quantité calculée stoechiométriquement de 3g de NalO4 dans 20 mL d’eau
bidistillée a une température ambiante pendant 30 min sous agitation magnétique a I’abri de la
lumiére dans du papier d’aluminium.

D’autre part, dans un bécher, 3g de CMC a ét¢é introduit dans 100 ml d'eau bidistillée a une
température T=80°C, pendant 60 min, jusqu'a ’obtention d’une solution limpide, c’est a dire
solubilisation totale de la CMC qui nécessite un temps plus élevé et un chauffage qui peut
atteint 80°C. Apres la solubilisation du polymere, la solution a été laissée a refroidir a 30 °C.
La solution de NalOy4 a été ensuite ajoutée goutte a goutte sur la solution de CMC a 30 °C.

La réaction du mélange a été portée dans un ballon de 250 ml et on a immergé dans un bain-
marie a une température controlée sous agitation magnétique (500 tr / min) et mis a I’abri de

la lumiére, a I’obscurité dans du papier d’aluminium afin d’éviter I’auto oxydation pendant les
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périodes de temps de 2, 4 et 6 heures, respectivement (figure IV.1). Pour stopper la réaction,
130 mL d’éthanol ont été versés dans le contenu du ballon. En plus de son action inhibitrice
de la réaction d’oxydation, 1’éthanol favorise la gélification de la CMC [259]. Le produit
obtenu qui est appelé¢ dialdéhyde de carboxyméthylcellulose, a été précipité lorsque nous y
avons ajouté de I'éthanol (a 4 °C) et le précipité a été filtré, isolé et récupéré par centrifugation
(6 000 x g 5000 rot/min, 10 min), puis lavé plusieurs fois avec de 1'éthanol et de I'eau
distillée, et laissé sécher a I’air libre pendant 8h. La carboxyméthylcéllulose oxydée formée
(CMCOx) a été versée dans des boites de pétries en verre, ensuite, on a utilisé une pompe
sous vide pour évaporer le liquide, et enfin, sécher a 1I’étuve a 40°C pendant 24 h afin

d’obtenir une masse constante pour les mesures ultérieures.

Figure I'V.1: Image du procédé d'oxydation du périodate, avec et sans couverture de papier

d'aluminium.

IV.3.2. Détermination quantitative des groupes aldéhydes obtenus dans la CMCOx

Le protocole de travail a été réalis¢ et adapté selon la méthode décrite par Teotia
[119] et McSweeny et al. [260] avec quelques modifications. La teneur en groupes aldéhyde
dans la CMCOx a ¢été déterminée indirectement en dosant le periodate de sodium résiduel
dans un mélange réactionnel par le titrage iodométrique. Expérimentalement, 1 ml du produit
de CMCOx a été ajouté sur 1 ml de solution de KI a 20% , puis mélangé avec 1 ml de HCl a
37% (Tout d’abord, la solution de CMCOx est acidifiée avec 1 ml HCI 37%, ensuite on
ajoute une solution KI, c=20%. La solution est gardée a l'obscurité pour 15-20 min, avant
d’effectuer le titration avec le NaxS203 0.05 N). L’ a été titré avec 0,05 N de NazS203 jusqu'a

ce que la couleur de la solution passe au jaune clair. Aprés cela, pour visualiser 1I'l>, 1 ml
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de solution d'amidon avec une concentration de 1% a été ajoutée, et la couleur de la solution
est devenue bleue. Il a été encore titré jusqu'a ce que la couleur devienne transparente, et 1’l»
n'existe plus dans la réaction. Lange a décrit précédemment les réactions de titrage
iodométrique en 1961 [261]. Sur la base de ces réactions impliquées, la quantité de periodate
de sodium qui n'a pas réagi dans la réaction d'oxydation, a été également déterminée (a base
des reactions décrites par Lange pour la consommation d’un mole de NalO4 sont necessaires 8
mole de Na;S,03). La quantité¢ de NalO4 qui réagit a été calculée comme étant la différence
par rapport a la quantité initiale de NalO4 ajoutée dans la réaction d'oxydation. Le nombre de
moles de groupes aldéhyde peut étre calculé, en considérant qu'une mole de NalO4 ayant

réagi était nécessaire pour obtenir 2 moles de groupes aldéhyde dans la CMCOx.

IV.3.3. Etude de la cinétique d'oxydation de CMC par la détermination du degré

d’oxydation

3 g de CMC ont été solubilisés dans 100 ml d'eau bidistillée a 80 °C, puis la solution
a été laissée a refroidir et la température diminuée a 30 ° C ; ensuite 2 g de NalO4 dissous
dans 20 ml d'eau bidistillée ajouté goutte a goutte sur la solution de polymere, sous une
faible agitation. La réaction d’oxydation a été faite dans un ballon en verre hermétiquement
fermé pendant 6 heures en utilisant un bain-marie a 30 °C et a été déroulée sous agitation
magnétique a 1’abri de la lumiere a ’obscurité. Le ballon a été bien entouré dans du papier
d’aluminium pour éviter I'influence de la lumiére sur la réaction d'oxydation. Apres chaque
heure pendant jusqu'a 6 heures, 1 ml d'échantillon a été prélevé dans le milieu réactionnel et

titré avec Na2S»0s3. Le degré d'oxydation a été calculé par I'€quation suivante I'V.1:

DO% = Z—R x 100 (éqIV.1)
T

Ou Qr est la quantité de NalO4 qui a été réagi et Qr est la quantité totale de NalO4 introduite

dans la réaction.

IV.3.4. Détermination du poids moléculaire de CMC et CMCO par la méthode

viscosimétrique

Les viscosités intrinseques de CMC et de CMCOx ont été¢ déterminées selon
différentes valeurs de concentrations prédéterminées de polymere (0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,35%,
0,4% et 0,5% m / v) dans une solution de NaCl a un rapport massique (polymere: NaCl = 1:
1) (par exemple pour une préparation de solution de polymeére avec une concentration de

0,2%, 0,2 g de polymeére a été dissous dans une solution de 100 ml de concentration de NaCl a

64



Chapitre 1V Materiel et méthodes expérimentales : synthéses et caractérisations

0,2%), en utilisant un viscosimétre capillaire de type Ubellohde (K = 0,00999) a 25 © C. Le
poids moléculaire viscosimétrique moyen (Mw) a été calculé a l'aide de 1'équation IV.2 de

Kuhn-Mark-Houwink:
[n] =K * Mw * (6q1V.2)
Ou K=1,.23x10"3 et a.=0,91, (pour la CMC initiale et la CMCOXx)
a et K : constantes pour un systéme solvant/soluté donné.

[n] représente la viscosité¢ intrinseque, et Mw est le poids moléculaire moyen qui a été

déterminé par la méthode viscosimétrique.

[n] a été déduire par I'équation de la représentation graphique de mred en fonction de la

concentration de la solution.

IV 4. Obtention du complexe d’inclusion de la curcumine dans le p-cyclodextrine

Le complexe d'inclusion entre B-cyclodextrine (B-CD) et la curcumine a été préparé
en utilisant le procédé de malaxage [262]. Une masse de 3,4 g de B-CD a été dissoute dans 50
ml d’eau distillée a une température de 70°C pendant 30 min, puis 0,55 g de curcumine a
¢té solubilisée dans 30 ml d’éthanol sous une moyenne agitation et un chauffage a 70 °C
pendant 30 min.
Dans un ballon de 200 ml, la solution de B-cyclodextrine a été versée, puis dans quelques
minutes, la solution du curcumine a été introduite. La réaction d’inclusion entre B-CD et la
curcumine d’un rapport (2:1) est hermétiquement fermée, se déroule a une température de
85°C, avec une agitation assez lente pendant une durée de 4,5 heures (voir la figure IV.2). Le
mélange a été récupéré, puis centrifugé et séché dans un dessiccateur pendant 48 h, et la
masse obtenue doit étre pesée. Le rendement pour le complexe d'inclusion (-CD /curcumine)

¢tait environ de 76,5%. La poudre a été stockée a la température ambiante.
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Rapport molaire
p-CD/CUR = 2/1
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Le complexe d'inclusion
obtenu en suspension a
été maintenu a 4°C
pendant 12 h puis filtré
et séché a 50 °C

I'éthanol
Figure IV.2 : Méthode expérimentale utilisée pour 1’obtention du complexe d’inclusion de

la curcumine avec la B-cyclodextrine a un rapport (2:1).
IV.5. Méthodes d’obtention des hydrogels

Les caractéristiques et les applications potentielles des hydrogels sont toujours
corrélées avec leurs méthodes d’obtention. Les hydrogels peuvent étre autant obtenus par des
méthodes chimiques que physiques.

L'obtention des hydrogels a base de chitosane (CS) et de carboxyméthylcellulose oxydée
(CMCOx) est basée sur le processus de la réticulation covalente par la réaction entre les
groupes carbonyles comme les aldéhydes du CMCOx et les groupes amines libres de

chitosane dans un milieu faiblement acide (comme 1’acide acétique).

IV.5.1. Obtention des films a caractére d’hydrogels réticulés de maniere covalente avec

le chitosane (CS), lactalbumine (LA) et la carboxyméthylcéllulose oxydé (CMCOx)
IV.5.1.1. Préparation des films hydrogels a base de CMCOx/CS

La préparation de films hydrogels se fait en solubilisant séparément sous faible

agitation afin d’éviter la formation des bulles d’air, le chitosane (CS) et Ila
carboxyméthylcéllulose oxydée (CMCOx) a une température ambiante dans une solution
acidique pH=2,4. Le mélange de deux polymeéres a été maintenu a pH=2.4.

3 g de CS a été solubilis¢ dans 200 ml d'une solution d'acide acétique a pH = 2,4, et la

solution a été maintenue sous agitation a température ambiante pendant 24 heures pour
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assurer une homogénéisation du mélange. La solution de pH = 2,4 a été préparée en utilisant
le NaCl (10 mM) et de l'acide acétique glacial pour ajuster le pH. Selon Caner et al. [69],
l'acide acétique est le meilleur solvant pour obtenir des films d'hydrogel a base de CS avec des
propriétés mécaniques et barricres optimales. Puis, on a centrifugé la solution du chitosane
pour obtenir une solution homogéne et limpide. La quantité de CS non dissoute résultante par
la centrifugation a été séchée a 100 °C, puis nous lI’avons pesé et la concentration de la
solution a été ajustée a 1,5%. Différents rapports molaires entre les groupements amines de
CS et les groupes aldéhydes de CMCOx ont été utilisés, en gardant une quantité constante de
CS et en faisant varier la quantité de I’agent réticulant de CMCOx.

Le nombre de moles / g de chitosane a été déterminé par des calculs et son poids moléculaire
de ’unité structurelle était de 171,5 g/ mol; cette valeur a été calculée sachant que le degré
de désacétylation du chitosane était de 75%, et dans chaque unité structurelle, il n'y a qu'un
seul groupe amine. Le nombre de moles d'aldéhyde / g a été calculé en utilisant un titrage
avec NaxS>03, comme décrit dans la section V.2.3 (matériel et méthodes).

Les rapports molaires de (-CHO / -NH>») utilisés étaient: (0,25/ 1), (0,375/ 1), (0,5/ 1), (0,75/
1), (1/1), (1,5/1) et (2/1) (mol / mol). Dans la seconde étape, 20 ml de la solution a 1,5% de
CS préalablement préparée a été chauff¢ a 55 °C, puis, sous une moyenne agitation, une
quantité requise calculée stoechiométriquement 5% (m/m) de CMCOx dissoute dans 10 ml
de solution de pH = 2,4 a été ajoutée goutte a goutte.

La nouvelle solution ainsi préparée est introduite dans un flacon fermé et mise en agitation.
La mixtion a été assurée par un agitateur magnétique a petite vitesse. L’opération dure en
moyenne 2,5 heures, jusqu’a obtention d’une solution homogéne. Une quantité de 0,3 g de
glycérine (1% m / m, ce qui assure un rapport massique de 1 g de glycérine pour 100 g de
solution de mélange de polymeres) a été ajoutée a la solution de CS pour obtenir un film
d'hydrogel flexible, incassable et sans fragilité avec de bonnes propriétés mécaniques , qui
peut étre appliqué sur la peau en assurant un bon contact avec celle-ci. La solution finale de
polymeres a été versée dans des boites de pétri de 9 cm de diamétre et séchée a la température
ambiante. Apres le séchage, les films obtenus ont été détachés soigneusement des boites de
Pétri et conservés au réfrigérateur a 4 °C pour faire la caractérisation.

Le chitosane va précipiter et va former un gel réticulé avec la CMCOx, di a I’élimination des
forces électrostatiques répulsives entre les chaines et a la création de liaisons covalente. La
formation d’un lien imine est possible par réaction de Schiff entre un groupe amine de CS et
I’aldéhyde du CMCOx. Le programme expérimental d'obtention de films d'hydrogel a été

présenté dans le tableau V.1.
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IV.5.1.2. Protocole d’inclusion de la curcumine dans les films a caractere d’hydrogel
(CMCOXx/CS)

Pour effectuer l'encapsulation de la curcumine dans le film de chitosane /CMCOx, 20
mg de curcumine a été dissous dans 15 ml d'alcool éthylique. Le film a été immergé dans
cette solution de curcumine et a été maintenu pendant 24 heures a 45 °C pour I'évaporation
de I'é¢thanol.

L'alcool entier a été évaporé, puis 20 ml supplémentaire d'éthanol a été ajouté pour dissoudre
la curcumine qui reste a la surface du récipient. A cet effet, la curcumine restante sur la
surface du film ; quin’apas été encapsulée, déja a été €liminé en immergeant le film dans
25 ml de solution de PBS a pH = 7,4 pendant une minute. Apres cela, le film a été séché a

température ambiante.
IV.5.1.3. Préparation des films hydrogels a base de Chitosane/ a-LA / CMCOx

La solubilisation de la protéine du a-lactalbumine a été effectuée a une T=30°C et

par acidification a pH=2,9 avec du CH3COOH (0,1M) , 50 mg de a-lactalbumine a été
dissoute en 10 ml de la solution acidique pH=2,9 sous une moyenne agitation pendant 45
min jusqu'a la dissolution totale du protéine.
Dans un bécher de 100 ml, un volume de 20 ml de la solution de chitosane (1.5%) a été
introduit, puis 2% (m/m) de glycérine a été ajouté pour obtenir des films non cassables. La
solution de a-lactalbumine a été versée goutte a goutte sur le mélange. La réaction s’est
déroulé sous une tres faible agitation afin d’éviter la formation de bulles d’air. Le chauffage a
¢té ensuite mené jusqu’a 45°C pendant 60 min jusqu'a I’obtention d’une solution (CS/LA)
transparente et ainsi homogene.

La réticulation covalente se fait directement par une agitation, en versant 6 mL de
solution de I’agent réticulant CMCOx goutte a goutte sur la solution du chitosane (CS/LA) a
un rapport molaire moyen R (0.375/1) par exemple de CMCOx/CS (le volume versé
dépend du rapport molaire). On ajoute doucement la CMCOx pour éviter la précipitation du
polymere. La réaction se fait sous une faible agitation a une température de 55°C pendant 3
h jusqu’a I’obtention d’une solution homogéne. La solution obtenue de (CS/LA/CMCOX) se
fait sous I’action des ultrasons pour éliminer les bulles d’air, ensuite la solution a été versée
dans une boite de Pétri en polystyréne (9 cm de diameétre) et a été laissée de sécher a l'air
libre pendant 3 a 4 jours. L'épaisseur des films hydrogels aprés le séchage est environ 0,10
mm. Les films ainsi obtenus sont tamponnés avec du papier absorbant pour enlever la plupart

d’eau, et on les détachés attentivement pour éviter toute déformation du film.
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Aprés avoir expérimentalement maitrisé la préparation des films hydrogels a base de
chitosane (CS), a-lactalbumine (LA) et de carboxyméthycéllulose oxydé¢ (CMCOx), nous
nous sommes intéressés dans un second temps a I’immobilisation du complexe curcumine
dans les films préparés a base de CS/LA /CMCOx. Le complex d’inclusion cucrcumine/ 3-
cyclodextrine pour les films chitosane/a-LA/CMCOx a été directement inclus dans le film

pendant son obtention.

IV.5.1.4. Immobilisation du complexe d’inclusion B-cyclodextrine /curcumine dans les

films a base de CS/LA /CMCOx

Afin de montrer I'importance de la modification chimique, le complexe entre la -

cyclodextrine et la curcumine a été obtenu, puis séché et broyé pour obtenir un produit en
poudre fine. L inclusion de la curcumine dans la cavité de la cyclodextrine a pour but d’une
amélioration de la solubilité du curcumine et de sa biodisponibilité.
Dans un petit bécher de 20 mL, une masse de 180 mg du complexe curcumine a été dispersée
en 10 ml de la solution (éthanol/eau) a un rapport volumique (3/2) ; sous une agitation
magnétique a une température de 65°C pendant 20 min jusqu'a la dissolution totale (20 mg
curcumine se trouvent dans 180 mg complexe d’inclusion).

La solution du complexe d’inclusion obtenue a été ajoutée goutte a goutte sur la
solution précédente préparée a base de CS/LA/CMCOx et que cette solution du B-CD/Cur a
¢été incluse totalement dans le mélange de CS/LA/CMCOx. La réaction de I’immobilisation se
fait sous une faible agitation magnétique a une température de 30 °C pendant 2,5h pour
obtenir une solution homogene, et aussi pour assurer 1’inclusion du complexe curcumine. La
solution finale a base de (CS/LA/CMCOx/Complexe) est destinée a la sonication pour
¢liminer les bulles d’air, ensuite la solution a été versée dans une boite de Pétri en
polystyréne (9 cm de diameétre) et laissée sécher a l'air libre pendant 3 a 4 jours. (voir la
figure IV.3). L'épaisseur des films hydrogels apres le séchage est environ 0,20 mm. Les
films ainsi obtenus ont été¢ tamponnés avec du papier absorbant et on les retirés attentivement

pour éviter toute déformation du film.

Le complexe final de CS/LA/CMCOx chargé de médicament a été obtenu par
diffusion de la solution du complexe B-CD/Cur dans la matrice polymere. La quantité de
curcumine incluse dans les films hydrogels est dispersée dans chaque mélange polymere
aprés on a ajouté l'agent de réticulation. Les hydrogels obtenus sous forme des films

confirment une bonne incorporation de médicament dans la matrice polymérique.
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Figure IV.3 : Méthode expérimentale de préparation des films hydrogels a base de CS et LA

réticulés avec la CMCOx chargés par le complexe d’inclusion.

IV.6. Méthodes de caractérisation physico-chimique des hydrogels

Les hydrogels obtenus ont ¢été caractérisés par plusieurs techniques et méthodes

d'investigation:

» Structurale (spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR), résonance

magnétique nucléaire (RMN) et la spectrophotométrie UV-Vis)

» Morphologique (microscopie électronique a balayage (MEB)

» Propriétés thermiques (analyse thermogravimétrique (ATG)

» Propriétés mécanique (essai de traction)

» Propriétés physico-chimiques (détermination de la masse moléculaire, caractéristiques

de gonflement en milieu aqueux, stabilité de la curcumine libre et immobilisée dans les films

a la lumicere, stabilité de la curcumine libre et immobilisée dans les films a pH, capacité de

chargement des hydrogels avec du médicament / capacité de libération d’'un médicament)

» Caractéristiques des biomatériaux (test de ’activité antioxydante).
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IV.6.1. Méthodes spectrales (IR, RMN et UV)
IV.6.1.1. Spectrophotométrie infrarouge (FTIR)

La spectroscopie infrarouge (FTIR) (en anglais, Fourier Transform Infrared
Spectroscopy), permet de révéler de facon qualitative la structure chimique d’un échantillon
inconnu. Dans cette étude, les analyses FTIR ont ¢été¢ réalisées avec un appareil
spectrophotométre infrarouge a transformée de fourrier de type Bruker Vertex FT-IR avec
ATR (figure IV.4) sur une plage de fréquences de 400 a 4000 cm™ a une résolution de 4 cm™
(les discussions ont été faites dans la section V.2.1 pour la CMC ou la CMCOx, et dans la
section V.4.1 pour les films a base de CS réticulé avec la CMCOx). Les spectres FT-IR sont
directement enregistrés a partir de CMCOx et des films basés sur le CS réticulé avec CMCOx
qui ont été broyés sous forme de poudres et ensuite pressés sous forme de pastilles et

mélangés avec le KBr.

Figure IV.4 : Appareil du spectrophotométre infrarouge a transformée de fourrier de type

Bruker Vertex FT-IR.

Cette analyse a été utilisée pour :
- Evaluer la modification chimique de la CMC en CMCOx.
- Etudier la fonctionnalisation chimique du film CS/CMCOx.

Toutes les analyses ont été effectuces a la température ambiante.

IV.6.1.2. Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire ('H RMN et 1*C RMN)

Les spectres 'H RMN et '*C RMN ont été obtenus a l'aide d'un spectrométre de type
Bruker NEO 1-400 d’Allemagne (figure IV.5) fonctionnant a 500 MHz et a la température
ambiante (298 K). La spectroscopie par résonance magnétique nucléaire a été utilisée pour
étudier la structure moléculaire du produit avant et apres l'oxydation. Les échantillons ont été

préparés en dissolvant la CMC dans I'eau deutérée a 80 °C et la CMCOx a été dissoute dans
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'eau deutérée ou dans la DMSO. Les spectres analysés ont été enregistrés et traités avec un

logiciel ACD Spec Manger.

Figure IV.5 : Appareil du spectrophotométre RMN (Bruker NEO 1-400).

1V.6.1.3. Spectrophotométrie ultraviolet visible (UV-Vis)

La spectroscopie ultraviolet-visible est une méthode intéressante pour I’analyse
qualitative et le suivi des réactions chimiques, cette technique de spectroscopie mettant en
jeu des photons dont les longueurs d'onde sont dans le domaine de 1’ultraviolet (200 nm—400
nm), du visible (400 nm—750 nm) et jusqu'au proche de I'infrarouge (750 nm -1400 nm).
Soumises a un rayonnement dans cette gamme de longueurs d'ondes, les molécules subissent
des transitions ¢lectroniques. Cette méthode d’analyse est largement utilisée pour étudier la
taille et la polydispersité en taille des nanoparticules dans des solvants.

Dans cette étude, l'absorbance a été mesurée a l'aide d'un spectrophotometre UV-Vis de type
UV-vis NanoDrop ND-1000 a double faisceau (figure I'V.6).
A T’aide de la spectroscopie UV-vis, on a étudié I'inclusion et la cinétique de libération de

la curcumine des différents films préparés dans deux milieux aqueux.

Figure IV.6: Appareil du spectrophotometre UV-visible — NanoDrop ND-1000.
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IV.6.2. Dosage des protéines totales (lactalbumine)

Les teneurs en protéines totales (lactalbumine) et des films a base de chitosane qui
contient la protéine ont été dosées selon la méthode de Lowry ef al. (1951) [263] avec de
légeéres modifications. Les protéines réagissent avec le réactif de Folin-Ciocalteu (un mélange
de tungstate et de molybdate de sodium en solution dans l'acide phosphorique et l'acide
chlorhydrique) pour donner des complexes colorés. L'intensité de la coloration dépend donc
de la quantité d'acides aminés aromatiques présents et varie selon les protéines. Les
absorbances sont mesurées a 660 nm avec pour témoin une solution contenant tous les réactifs
exceptées les protéines.

e Réactif utilisés

Réactif A : 150 ml de carbonate de sodium (Na>xCO3) (2 %, m/v) préparé dans la soude 0,1N
NaOH;

Réactif B : 150 ml de (2ml de sulfate de cuivre CuSO4 (1 %, m/v) préparé dans de l'eau
distillée + 2ml de tartrate double de sodium et de potassium (Na® Si K") (1%, m/v) préparé
dans de l'eau distillée) ;

Réactif C : préparée extemporanément a partir de 100 ml réactif A et 2 ml réactif B ;

Solution D : réactif de Folin-Ciocalteu :
Technique de dosage

Différentes concentrations des solutions de chitosane et protéines ont été diluées dans
des volumes bien déterminés de solution C (tableau I1V.1). Ensuite, 900 pul de solution A ont
¢été ajoutés a ces mélanges. Le milieu réactionnel a été agité et laissé reposer pendant 3 heures
pour permettre le développement de la coloration.

L’absorbance de l'essai a été mesurée a 660 nm avec pour témoin une solution ne contenant
pas les solutions préparées. La densité optique obtenue a été ensuite convertie en mg de
protéine grice a une droite d'étalonnage préparée dans les mémes conditions dont la

lactalbumine (80 mg/ ml) a été utilisée comme protéine de référence (tableau IV.1 et figure

IV.7).
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Tableau IV.1: Dosage des protéines totales de lactalbumine

. Concentration Réactif C Réactif D
Solutions (mg/ml)
lactalbumine (mg) (ml) (ml)
0.05 40 9.05 0.9
0.10 80 9 0.9
0.15 120 8.95 0.9
0.20 160 8.9 0.9
0.25 200 8.85 0.9
0.30 240 8.8 0.9
0.35 280 8.75 0.9
0.4 320 8.7 0.9
0.5 400 8.6 0.9
0.6 480 8.50 0.9
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Figure IV.7: Courbe d'étalonnage A= f(C) de la solution aqueuse de lactalbumine.

IV.6.3. Dosage des groupements amines libres de protéines de lactalbumine et de films
avec le chitosane

Le dosage des groupements amines libres et aussi les groupements amines liées (dans
les films) des protéines de lactalbumine avec le chitosane a été réalisé selon le test a la
ninhydrine [264] avec de petites modifications. La réaction avec la ninhydrine (solution
fraichement préparée) s’effectue dans des tubes a essai contenants chacun les différentes
concentrations des solutions des polysaccarides et protéines a tester, diluées au préalable a la
solution acétate buffer pH=5.6, selon les conditions présentées au tableau IV.2, suivie d’une

agitation au vortex puis chauffage au bain marie bouillant & 95°C pendant 30 min, ensuite
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mélangées avec 8 ml d’une solution (éthanol-eau distillé) (V/V) suivie d’une agitation au
vortex pour détruire 1’excés d’hydrindantine. L’apparition de la coloration violette-bleue
refléte la présence d'acides aminés. La densité optique de l'essai a été mesurée a 570 nm avec
pour témoin une solution exemptée des solutions préparées. La densité optique obtenue a été

ensuite convertie en moles 10 des groupements amines libres par gramme de protéine.

Tableau IV.2: Dosage des groupements amines libres des protéines et des polysaccarides.

Solutions Ninhydrine Buffer acétate pH éthanol-eau (V/V)
(mg/ml) (ml) 5.6 (ml) (ml) (raport 1 :1)

0.2 2 0.8 8

0.3 2 0.7 8

0.4 2 0.6 8

0.5 2 0.8 8

0.6 2 0.7 8

0.7 2 0.6 8

0.8 2 0.5 8

Pour évaluer le nombre de groupements amines libres du chitosane, tout d’abord,
nous avons effectu¢ le test de ’analyse ninhydrine pour les différentes concentrations et
on a construit une courbe d’étalonnage. Les échantillons ont été préparés et soumis a
I’analyse spectrophotométrique UV-Vis.

Le CS utilisé (poids moléculaire moyen) a un degré de désacétylation de 75%, et le
poids moléculaire de 1'unité structurale est de 171,5 g / mol. Une solution mére de CS d'une
concentration de 0,1% (m/v) a été initialement préparée pour tracer la courbe d'étalonnage en
dissolvant la quantité¢ de CS dans une solution d'acide acétique a 0,1% (pH= 2.4). Différents
volumes ont été prélevés pour préparer six concentrations différentes de CS (0,1, 0,2, 0,25,
0,30, 0.35 et 0.4 mg/ ml) et ont été amenés en utilisant une solution tampon d'acétate pH =
5,6 dans des fioles jaugées de 10 ml
Dans des tubes a essai, 1 ml de solution de CS a été ajouté a chaque concentration
préalablement préparée, puis 2 ml de solution de ninhydrine a 2% dans 1'éthanol ont été
ajoutés. Ensuite, les échantillons ont été pesés et chauffés a 95 °© C pendant 30 minutes, et la
couleur des solutions est devenue bleu foncé. Apres refroidissement des solutions, 8 ml d'une
solution d'éthanol/eau distillée (rapport en volume 1:1) ont été ajoutés. L'étalonnage du
spectrophotometre a été effectué¢ avec 1 ml de solution tampon acétate a pH = 5,6 et 2 ml de

solution de ninhydrine a (2% dans 1'é¢thanol).
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Les absorbances des solutions ont été enregistrées avec un spectrophotometre UV -vis
a une longueur d'onde de 570 nm. La courbe d’étalonnage (I’absorbance en fonction des
groupements amines de chitosane) dans la solution de pH= 2.4 a été tracée et représentée par
I'équation y = 0,056x ainsi peut étre observée dans la figure I'V.8. Le test de la ninhydrine a

¢été réalisé aussi pour des échantillons de CS réticulés avec CMCOx.
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Figure IV.8 : Courbe d'étalonnage A= f(C) de la solution aqueuse du chitosane.

IV.6.4. Méthode de détermination du DCamine (%) des groupements amines dans les

bases Shiff pour les films d'hydrogels obtenus

Le protocole de travail était similaire a celle présentée ci-dessus pour déterminer le
nombre de groupes amines libres dans les films réticulés a base de CS et CMCOXx. Les films
synthétisés ont été coupés principalement en petits morceaux et pesés a des masses bien
déterminées et ont ensuite été placés dans les tubes a essai avec 1 ml de tampon acétate pH =
5,6 a ¢été ajouté, ensuite le protocole de travail était le méme que celui présenté
précédemment.

Sur la base de la courbe d'étalonnage du chitosane précédemment tracée, les groupes
amines libres dans les films d'hydrogel ont été déterminés. Le nombre total de groupes amines
impliqués dans la formation des bases de Schiff, et aussi dans les interactions physiques fortes
avec les groupes carboxyliques dans la CMCOx peut étre calculé par la différence entre le
nombre total de moles de groupes amines libres initialement ajoutés dans la réaction (calculé
sur la base de la quantité initiale de chitosane), et les groupes amines libres dans 1'hydrogel

déterminés en utilisant le test a la ninhydrine.
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Le degré de conversion DCaumine des groupes amine en réaction aux groupes
carbonyles des films a base de Schiff & un moment donné a été exprimé en (%) et calculé par

I’équation IV.3 :

DC (%) = % x 100 (éq 1V.3)

Ou Ny : le nombre de moles de groupements amines initiales libres du chitosane avant la
réticulation;

Na : le nombre de moles de groupements amines libres du chitosane apres la
réticulation.

Np-Na : représentent le nombre des groupements amines -NH> du chitosane qui ont

réagis et liés dans le film d'hydrogel jusqu’au moment ¢ de la réaction.

L'influence de la température de réticulation, du temps de réticulation et du rapport molaire
sur la valeur de DCamine (%) a été étudi€ée. Le DCamine de la détermination de groupements

amines a été réalisé€ en triple. L'écart type était de = 3%.

IV.6.5. Microscopie électronique a balayage (MEB)

Les films hydrogels ont été caractérisés par microscopie électronique a balayage
(MEB) pour déterminer les morphologies de surface, la porosité et évaluer qualitativement
I'étendue de la présence de films hydrogel a base de chitosane réticulé avec la CMCOx dans la
matrice de polymeére. Les échantillons des films hydrogels P1 (0.25/1) et P3 (0.5/1) ont été
coupés puis séchés et métallisés avec l'or en utilisant un dispositif de dépot par

pulvérisation et analysés par un microscope ¢lectronique a balayage a émission de champ

(Hitachi SU-1510, Hitachi Company, Japon) (figure I'V.9).

Figure IV.9: Appareil de la microscopie électronique a balayage (MEB).
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1V.6.6. Etude thermique
1V.6.6.1. Analyse thermogravimétrique (ATG)

La thermogravimétrie (ATG) mesure I'évolution de la masse d'un échantillon en
fonction du temps ou de la température dans une atmosphére contrélée. Cette technique est
couramment utilisée pour connaitre le comportement thermique des échantillons et
caractériser la décomposition et la stabilité thermique des matériaux mais aussi pour étudier la
cinétique de dégradation par un processus physicochimique.

L’analyse thermogravimétrique a été effectuée sur les polymeres ainsi que les films hydrogels
synthétisés dans le but d’observer la différence de stabilité thermique entre les différents
rapports molaires ou de formes de films hydrogels analysés.

Les mesures thermogravimétriques (ATG) ont été réalisées a l'aide d’un analyseur
TGA Instrument Q500 V20.10 a pression atmosphérique (100 ml /min), couvrant une gamme
de température. Les échantillons ont été chauftés de la température ambiante de 25 jusqu’a
800°C avec une vitesse de chauffage appliquée de 10 °C / min en présence d’air. D'abord, les
¢chantillons analysés ont ét¢ séchés dans un bassin constant et ont été conservés dans un
dessiccateur. Les paramétres de fonctionnement ont été maintenus constants pendant toutes

les expériences (figure 1V.10).

Figure IV.10 : Appareil d’analyse thermogravimétrique de type TGA Instrument Q500.
1V.6.7. Tests mécaniques - Essais de traction

Les courbes contraintes-déformations qui ont été réalisées sur les trois films hydrogels
sélectionnés a différents rapports molaires : P1 (0.25/1), P2 (0.375/1), P3 (0.5/1) et P4
(0.75/1) sont enregistrées. Le module de Young, la déformation et la contrainte a la rupture

mis en jeu pour rompre 1’échantillon sont aussi calculés pour les hydrogels examinés.
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A I'état sec, les échantillons soumis au test ont été coupés sous forme d’éprouvettes
rectangulaires, puis placés entre les deux mors de I’appareil. Le démarrage s’effectue
automatiquement a une vitesse de 5 mm/min jusqu’a ce que la rupture de 1’échantillon soit
atteinte. A ce moment, la traverse s’arréte et la courbe force-allongement est alors

enregistrée. L’essai est repris en trois fois.
IV.6.8. Détermination des caractéristiques de gonflement des films hydrogels

La détermination de la capacité de rétention de I'eau dans les films hydrogel obtenus,
est quantifier généralement par le degré de gonflement (Qt,%). Cette caractéristique est
importante car elle provoque une diffusion plus ou moins intense du principe actif a partir de
la matrice hydrogel.

Les caractéristiques et la cinétique de gonflement dans 1’eau des hydrogels obtenus (le
degré maximum de gonflement et le taux d’eau de ’hydrogel a I’équilibre) ont été effectuées
par gravimétrie dans deux solutions tampons 0,1M a pH=7,4 (PBS, simulant un pH de sang)
et 0,1M a pH=5,5 (ABS , simulant un pH de peau) comme des agents gonflants. Pour cela
les films hydrogels synthétisés ont été€ coupés en petits morceaux et pesés a des masses bien
déterminés (MO) et ont ensuite été placés dans une solution tampon de 5 ml de différentes
valeurs de pH a 37 °C jusqu’a I’équilibre. Les mesures du poids avec précision se font en
fonction du temps a la température ambiante. A des intervalles de temps consécutifs,
I’échantillon a été retiré du milieu liquide et sa surface a été tamponnée avec du papier filtre
pour enlever et ¢liminer I’eau absorbée en surface. La masse des films gonflants (Mt) a été
déterminée par pesée. La solution absorbée par les films représente la différence entre le
poids du film gonflé (Mt) et le poids du film sec (MO0). Aprées la pesée, les échantillons ont été
réintroduits dans la solution tampon, et 'opération a été répétée apres des intervalles de temps
bien établis jusqu'a ce que I'équilibre soit atteint.

Le degré de gonflement a été exprimé comme le rapport entre la quantité de solution
retenue dans les films a chaque intervalle de temps mesuré et la quantit¢ de film
complétement sec, en utilisant I’équation I'V.4 [265].

L'influence de la température de réticulation, du temps de réticulation et du rapport molaire

sur les valeurs du degré de gonflement a été étudiée.

Q%) = =
Avec  Qq:degré de gonﬂement en (%) ;

(Me=M9) ) 4 100% (eq IV.4)

M:;: Masse du film gonflé dans le solvant pendant un temps t en (g) ;

My : Masse initiale du film hydrogel seche a (t=0) en (g).
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Le degré de gonflement a été réalisé en triple. L'écart type était de £+ 5%.
Ce test a ¢été¢ évalué¢ dans deux milieux pseudo-physiologiques et/ou in vitro dont les
compositions sont les suivantes.
Solution 1:
C’est une solution tampon acétate pH=5,5 (ABS). Préparer une solution de di-
hydrogénophosphate de sodium (soit 9,08 g de NaH>PO4 par litre) et une solution de di-
sodium hydrogénophosphate (9,47 g de Na,HPOjs par litre). 10 ml de Na,HPO4 mélangé avec
190 ml de NaH;POjs et on ajuste le pH a 5,5.
Solution 2:
C’est une solution tampon phosphate pH=7,4 (PBS). La préparation commune est décrite
selon Lihong et al. (2012) [266] comme suit :
Pour un litre d'une solution PBS utilisée, on additionne 9g de NaCl, 17,97g de Na;HPO4,
5,73g de NaH>POs. On procéde ensuite a leur dissolution en méme temps dans 800 mL d'eau
distillée. On ajuste alors le pH a 7,4 avec l'acide chlorhydrique (1N) ou NaOH (1N), et enfin,

on complete avec de I'eau distillée a un litre.
1V.6.9. L’inclusion de la curcumine dans les films hydrogels

1V.6.9.1. Détermination de I'efficacité d'encapsulation de la curcumine dans les films de

CS/CMCOx

L'inclusion de la curcumine dans les films hydrogels a base de CS/CMCOx a été
réalisée par diffusion et d'évaporation d'alcool. Une quantité¢ de 20 mg de curcumine a été
dissoute dans 15 ml d'éthanol sous une moyenne agitation, et les films obtenus précédemment
ont été¢ coupés en petits morceaux a des masses bien déterminées et ont ensuite été mis en
suspension et immergés dans la solution de curcumine et maintenus pendant 24 heures a 45
°C pour I'évaporation de 1'éthanol. Apres 24 heures, les films secs ont été placés pendant 30
secondes dans 25 ml de solution tampon phosphate a pH = 7,4 pour ¢éliminer la curcumine
trouvée sur la surface du film qui n’a pas €té immobilisée. Afin de déterminer la quantité de
curcumine qui a été immobilisée aux films, 20 ml d'éthanol a été ajouté au récipient (la
solution de curcumine) dans lequel 1'encapsulation de la curcumine a eu lieu. A partir de la
quantité initiale de curcumine, la quantité de curcumine contenue dans le surnageant (extraite
dans I'éthanol) a été abaissée et la quantité exacte de composé trouvée dans les films
hydrogels analysés a été déterminée. La concentration du médicament testé dans la solution
initiale a été mésurée par spectroscopie UV en utilisant un nanodrop1000 UV a une longueur

d'onde d’absorption de 425 nm a partir de la solution aqueuse contenant de la curcumine.
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Avant de procéder au suivi la cinétique de libération de la curcumine, nous avons au
départ tracé la courbe d’étalonnage de la curcumine dans I'éthanol, A= f (C), qui peut étre
observée dans la figure IV.11. La relation de linéarité et 1'équation de la régression peuvent

s'observer au-dessus de la courbe.
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Figure IV.11: Courbe d'étalonnage A= f(C) de la curcumine dans I'é¢thanol a 425 nm.

La quantité de curcumine encapsulée et le pourcentage d'encapsulation dans les films
d'hydrogels ont été calculés par les équations (IV.5 et IV.6), respectivement.

La quantité ou bien la masse encapsulée de la curcumine a été calculée par la formule :

(Masse encapsulée) (mcf) = (mi — ms) (éqIV.5)

La différence entre la concentration initiale et la concentration au temps t du médicament dans
la solution permet de calculer la quantité de médicament inclus dans 1'hydrogel. (éq IV.5)
Pour vérifier le procéd¢ apres le séchage des films d'hydrogels, la curcumine de certains films
de masse connus a été extraite dans I'éthanol et sur la base de la courbe d'étalonnage, la
quantité du curcumine immobilisée dans les films d'hydrogels a été déterminée.
Dans ce cas, 'efficacité d'immobilisation a été calculée en utilisant la formule suivante IV.6
[267]:

Taux d’encapsulation Ei (%) = (mcf/ mi)*100 (éq IV.6)

Avec  Ei (%) : Efficacité en immobilisation.
mi : La quantité de curcumine initiale (la masse totale).
ms : La quantité de curcumine dans le surnageant (la masse filtrée).
mcf : La quantité de curcumine encapsulée dans les films.
Trois mesures ont été effectuées pour chaque échantillon et les erreurs étaient de 0,3 %.
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1V.6.10. Etude de la cinétique de libération de la curcumine dans les films hydrogels a
base de CS/CMCOx
% Etude de la perméabilité transdermique in vitro par cellules de diffusion verticale
de Franz
La cinétique de libération de la curcumine in vitro a partir des films d'hydrogels
obtenus (CS/CMCOx) a été ¢tudi¢e dans deux milieux de pH différents: ABS de 0,1 M a pH
= 5,5 (similaire au pH de la peau) et PBS de 0,1 M a pH = 7,4 (similaire au pH du sang) avec
1% de Tween 80, a la température de 37 °C, jusqu'a 1'équilibre. Afin d’étudier la perméabilité
transdermique in vitro, la libération de curcumine a été étudiée a l'aide d'une cellule de
diffusion Franz (2 cm de diametre, 15 ml de volume récepteur) de type (Perme Gear,
Hellertown, USA) qui a été exploité. Cette cellule (figure 1V.12) est constituée de deux
compartiments cellulaires étant séparés (donneur et récepteur) entre lesquels une membrane
de dialyse (Sigma®, USA, 12 000 Da) choisi comme membrane mod¢ele ainsi que la peau de
poulet a été placée. La peau a été dégraissée avec l'alcool éthylique a 96% en utilisant des
pansements stériles, et ensuite également conservée dans une solution de glycérine a 10%
pendant 24 heures avant d’étre utilisée. La membrane ainsi préparée a été fixée entre le
donneur et le compartiment récepteur. Les films chargés de la curcumine immobilisée (de
taille 2,5 x 2,5) ont été placés dans le compartiment donneur de la cellule de Frantz sur la
surface de la membrane de peau de 12,56 cm?. 1 ml de solution de pH = 5,5 ou pH = 7,4 a été

placé dans le récipient du donneur.

La cinétique de libération de la curcumine a eu lieu sous agitation magnétique (150 tr /
min) a ’abri de la lumiére et la cellule de Franz a été recouverte dans du papier d’aluminium ;
la température dans le compartiment récepteur a été maintenue constante a 37 °C. Pour
chaque analyse, 0,5 ml de I'échantillon ont été prélevés puis reconstitués avec une solution
fraiche (pH = 5.5 ou pH = 7.4) dans le compartiment récepteur a des intervalles de temps
prédéterminés pour une mesure quantitative de la curcumine libérée. Ensuite, la concentration
de la curcumine libérée a été mesurée a partir de la courbe d'é¢talonnage en mesurant

l'absorbance a I'aide d'un spectrophotometre UV-vis nanogoutte a 425 nm.

Les courbes d'étalonnage de la curcumine sont illustrées sur la figure IV.13 et ont
trouvé les équations suivantes: y = 0,0079x ( a pH = 7,4) respectivement y = 0,0104 x ( a pH

=5,5). Toutes les déterminations ont été effectuées en triple. L'écart type était de + 5%.
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Figure IV.12 : Etude de cinétique de la perméabilité transdermique in vitro par cellule de

diffusion verticale de Franz.
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Figure IV.13: Courbes d’étalonnage du curcumine dans la solution PBS de pH=7.4 (a), et
solution ABS de pH=5.5 (b).

La perméabilit¢ de la curcumine (P) des films analysés a également été calculée a
travers la membrane de peau et exprimée en (ug de curcumine / cm?) par la relation IV.7, et

l'efficacité de libération (%) a été calculée par la relation IV.8:

M,+M
P = TS S (éq IV.7)
M,+M.
Ef% = —— X 100 (éq1V.8)
i
Ou Mr : représente la quantité de curcumine libérée dans le récepteur;

Ms : représente la quantité de curcumine trouvée dans la membrane de peau;
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S : représente la surface du film (12,56 cm?);
Mi : représente la quantité totale de curcumine immobilisée dans le disque de film

utilisé pour la libération.

IV.6.11. Etude de la cinétique de libération de la curcumine dans les films hydrogels a

base de CS/LA/CMCOx

La cinétique de libération du médicament a été étudi¢e dans deux milieux différents ;
(solution saline tamponnée au phosphate (PBS), pH = 7,4) et une solution ABS (solution
tampon acétate (ABS), pH = 5,5). Les films hydrogels obtenus a base de (CS/LA/CMCOx)
chargés par le complexe d’inclusion (B-CD /curcumine) ont ét€ coupés en petits morceaux a
des masses bien déterminées et ont ensuite €té placés et immergés dans 20 mL de la solution
tampon. L’opération se fait sous une faible agitation et a une température de 37°C , en
fonction du temps. De temps en temps, un échantillon de solution de 0,02 ml a été préleve,
dilué a 0,5 ml avec la solution tampon et la concentration de curcumine rechargée et libérée a
¢té mesurée a partir de la courbe d'étalonnage UV de la curcumine effectué par mesure des
absorbances des étalons a différentes concentrations. La quantité¢ de curcumine libérée est
déterminée par spectrophotométric a une longueur d'onde de 425 nm en utilisant un
spectrophotometre UV BOECO. La curcumine n’est pas trop soluble dans les milieux aqueux,

donc on a ajouté 1% (en poids) de Tween 80 (tensioactif) dans les solutions tampons.

Afin de déterminer la quantité de curcumine libérée, nous avons tracé les courbes
d’étalonnage dans les deux solutions tampons (figure IV.14). On a préparé¢ la solution mere
par la solubilisation de 10 mg du complexe curcumine dans un volume de 20 mL de
milieu aqueux contenant du Tween 80 (surfactant) et une dilution a 1% de cette solution par
sept échantillons ont été préparés dont la concentration varie entre 1 ug / ml et 7 ug / ml.
L'absorbance a ¢ét¢é mesurée a une longueur d'onde de 425 nm en utilisant un
spectrophotométre UV vis Nanodrop. La concentration de la curcumine libérée est
déterminée par extrapolation a partir de la courbe d’étalonnage A= f (C) de la curcumine

effectués par mesure des absorbances des étalons a différentes concentrations.
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Figure IV.14: Courbes d'étalonnage du curcumine dans une solution tampon phosphate
pH 7,4 (a) et dans une solution tampon acétate pH 5,5 (b). Les solutions tampons contiennent

1% de Tweeng&0.

Afin de calculer la quantité cumulée de curcumine libérée par unité de temps, le
graphe a été tracé en fonction du temps. La libération de curcumine exprimée en (%) et a été

calculée selon 1’équation suivante IV.9:
Taux de libération (%) = (Curcumine libérée / Curcumine total)*100 (¢q 1V.9)
Plusieurs mesures ont été effectuées pour chaque échantillon et les erreurs étaient de 0,3 %.

I1V.6.12. Modélisation mathématique des profils de libération

La cinétique de la libération de la substance active a partir de la matrice du film

hydrogel a base de polysaccharides est controlée par diffusion. Un processus simple de
libération est considéré en supposant qu’il y a seulement un transfert du médicament vers la
solution aqueuse.
Les modeles mathématiques utilisés pour décrire la libération des principes actifs (curcumine)
ne sont pas toujours précis et sont des approximations de la libération réelle, car les
parametres changent durant la libération ; par exemple, le gonflement de la matrice hydrogel
cause un changement dans la porosité et la tortuosité, tout comme la distance de diffusion du
curcumine change avec le gonflement et 1’érosion de la matrice.

Les phénomenes de diffusion sont caractérisés par des modéles mathématiques les

plus utilisés par les pharmaciens. Pour décrire la libération des principes actifs des systémes
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matriciels, on utilise le modele de Korsmeyer-Peppas [268] qui donne une relation simple
pour décrire la libération du médicament a partir du systéme polymere. Ce modele permet
d’attribuer aux cinétiques de libération le type de diffusion sur la base de la valeur de

I’exposant n selon 1’équation suivante I'V.10:

Mt/Mowo =k t" (éq 1V.10)
Mt/Moo : est la fraction du principe actif libéré au temps t.
t : est le temps de libération.
ky: constante de vitesse de libération.

n : est I’exposant indiquant le mécanisme de la libération.

Dans ce modele, la valeur de n caractérise le mécanisme de libération du médicament.
Les valeurs donnant le type de mécanisme sont citées :
n < 0,45 correspond a un mécanisme de diffusion Fickien,
0,45 <n <0,89 transport matiere non Fickien,
n = 0,89 Cas II (Relaxation) de transport,
n> 0,89 Super-Cas II de transport.

L’équation de Korsmeyer peut étre utilisée pour analyser la premiére partie de la
courbe de libération (60% au maximum du médicament libéré) ou celle-ci est linéairement

reliée a t", sans pour cela considérer la forme géométrique du systéme.

1V.6.13. Etude de stabilité de la curcumine immobilisée dans les films a la lumiére

La détermination de stabilit¢ de la curcumine libre et immobilisée a la lumicre aux
films hydrogels obtenus a été déterminée par spectrophotométrie. La curcumine libre et les
trois films sélectionnés P1(C), P2(C) et P3(C) a base de CS/LA/CMCOx chargés par le
complexe d’inclusion (B-CD/Cur), ce sont des échantillons qui ont été initialement pesés,
puis placé dans des boites de Pétri et exposés a 'air libre et a la lumiére pendant 30 jours. A
différentes périodes de temps (presque tous les jours), pour chaque échantillon, un petit
morceau a ¢té prélevé, pesé et introduit dans un volume spécifique d'éthanol. Pour cela, la
curcumine des particules a été extraite dans 1'éthanol. A l'aide d'un spectrophotométre UV,
l'absorbance a été mesurée et sur la base de la courbe d'étalonnage, la quantité de curcumine
a été déterminée dans les échantillons analysés. Toutes les valeurs mesurées de 1'absorbance
ont ¢été effectuées a une longueur d'onde de 425 nm en trois fois et les erreurs étaient environ
+ 3%. Enfin, on a remarqué que la dégradation de la curcumine a pour effet de décolorer et
pour chaque mesure la valeur de 1’absorbance diminue lorsque la curcumine est dégradée

dans la méme longueur d'onde.
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IV.6.14. Etude de stabilité de la curcumine immobilisée dans les films au pH

Afin d’étudier la stabilit¢ au pH de la curcumine libre et immobilisée dans les films
hydrogels sélectionnés de CS/LA/CMCOx , une solution mére a été préparée initialement
par la solubilisation de 10 mg de complexe (B-CD/Cur) dans 100 ml d'alcool éthylique. A
partir de cette solution mere , 1 ml a été prélevé et versé dans une fiole jaugée de 25 ml, puis
dilué¢ et complété jusqu'au repere (le trait de jauge) avec des différentes solutions de pH: 2,16
;3:5,5;6,8; 7.4¢et9. La concentration de curcumine dans la solution mere était de 4 pg /
ml et la quantité totale de curcumine dans les films hydrogels était de 100 pg. Le protocole
expérimental a été réalisé selon la méthode décrite précédemment par Suresh D. Kumavat et
al, 2013 [269]. Les trois films hydrogels obtenus P1(C), P2(C) et P3(C), respectivement , ont
€té coupés en petits fragments et pesé€s a des masses bien déterminées et ont ensuite €té placés
et immergées dans 10 mL de la solution tampon ayant différentes valeurs de pH sous une
faible agitation , puis laissés dans une étuve a une température de 37 °C. Les échantillons ont
été protégés completement afin d’éviter l'interaction avec Dair et la lumiere. De temps en
temps 0,02 ml de la solution d’échantillon a été prélevé et dilué a 0,5 ml avec la solution
tampon et la concentration de la curcumine rechargée a été libérée. La curcumine a été
extraite dans I'éthanol. A l'aide d'un spectrophotometre UV a une longueur d’onde de 425
nm, l'absorbance a été mesurée en trois fois et les erreurs €taient environ + 3%, et a partir de
la courbe d'étalonnage, la quantit¢ de curcumine a ¢été déterminée dans les échantillons
analysés. Sur la base des résultats obtenus, le temps de demi-vie ti et la constante k, ont été

calculés.

La demi-vie est le temps mis par un médicament pour réduire la moiti¢ de son activité
pharmacologique ou physiologique (concentration). Le concept de demi-vie exprimé en
(secondes, minutes, heures, ect....) joue un role essentiel dans I'administration de la cible, en
particulier dans la phase d'élimination, lorsqu'il est utilis€é pour déterminer la vitesse de
libération/consommation de la substance. Le médicament est réduit a la cible thérapeutique
aprés avoir été absorbé. La demi-vie varie en fonction du type de réaction et de sa cinétique.
Pour une réaction de premier ordre, la cinétique peut étre décrite par la rélation suivante

IV.1l:

Ln[A]c=Ln[A]o k.t (éq IV.11)

La représentation graphique du logarithme de la concentration (Ln [A]; ) en fonction du temps

est une droite de pente négative (-k) et d'ordonnée a l'origine Ln [A]o.
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La constante de vitesse : k = (Ln [AJo- Ln [A]()/t
La concentration est alors : [A]=[A]o /2 , il résulte que : t;»=Ln 2/k = 0.693/k.

Pour les réactions du premier ordre ti2 ne dépend que de la constante de vitesse k et non de la
concentration initiale de la substance. Dans le cas ¢tudi¢ de notre recherche, on constate que

la dégradation de la curcumine est régie par une cinétique d'ordre I.

IV.6.15. Etude de P’activité antioxydante de la curcumine libre et immobilisée dans les

films de CS/CMCOx
IV.6.15.1. Activité anti-radicalaire par la méthode du DPPH

Pour évaluer I’effet antioxydante d curcumine des hydrogels, nous avons procédé au
test de piégeage par le radical libre DPPH (2.2'-diphényl-1-picrylhydrazyl). Dans cette étude,
la méthode par le DPPH est choisie pour évaluer 1’activité antioxydante car elle est reconnue
comme étant une technique simple, rapide et efficace en raison de la grande stabilité du
radical DPPH [270]. La présence de ce radical DPPHe donne lieu a une coloration violette
foncée de la solution. Par des dilutions en cascade de composés curcumine a tester, ainsi que
la substance de référence (acide ascorbique), nous obtenons une gamme variée de
concentrations. Pour chacune d’elles nous mesurons les densités optiques a 515 nm et les
valeurs obtenues permettent de tracer des courbes a partir desquelles nous pouvons déterminer
le % de DPPH restant et la valeur de I'IC5p.

L’activité antioxydante est déterminée par la diminution de 1’absorbance d’une
solution alcoolique de DPPH a 517 nm (l’activit¢ antioxydante a été evaluée dans
I’éthanol),en fonction des concentrations de I’antioxydant ajouté. Cette diminution est due a
sa réduction a une forme non radicalaire DPPH-H, par les antioxydants (AH) donneurs
d’hydrogenes présents dans la molécule ou par une autre espece radicalaire comme le montre

I’équation suivante :
DPPH: (violet) + AH — DPPH-H (jaune) + A" (radical)

Le protocole expérimental de notre travail a été suivi selon la méthode décrite par
Choi et al. [271] avec quelques modifications. La solution mére de curcumine a été préparée
en dissolvant 5 mg de curcumine dans 50 ml d'éthanol. Plusieurs dilutions ont été effectuées
pour tester l'activité antioxydante, et les concentrations finales des solutions de curcumine
étaient comprises entre 10 et 50 pg / ml. 2 ml de chaque concentration de solution a été

ajouté dans les tubes a essai, puis sur lequel 2 ml de solution de DPPH 0,1 mM (dans
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I'éthanol) a été ajouté. Les échantillons préparés sont vigoureusement mélangés avec un
vortex pendant 20 a 30 secondes et mis a l'abri de la lumicre a I’obscurité pendant 1 heure a
une température de 37 °C. L'absorbance des échantillons a été mesurée aprés 60 minutes
d’incubation en utilisant un spectrophotométre UV a une longueur d'onde de 517 nm. L'acide
ascorbique a été utilisé comme référence.

Les valeurs d'absorbances ont été converties en pourcentage d'activité antioxydante

(pourcentage d'inhibition des radicaux libres en DPPH-1%) selon I'équation suivante (IV.12):

1% = 100 — [(As — Ap) X 100/4, (éq 1V.12)

Avec :
IC50 ou la concentration inhibitrice de 50 %, a été calculée a partir de la représentation
graphique 1% de la concentration et représentait la concentration de I'échantillon testé
nécessaire pour réduire 50% des radicaux libres dans DPPH. Les pourcentages d’inhibitions
dépendent des différentes concentrations des échantillons. L’éthanol a été utilis€ pour
¢talonner le spectrophotometre.

As: représente également la valeur d'absorbance pour des solutions de différentes
concentrations. En tant que la solution temoin (Ayp), une solution utilisée a été préparée a partir
de 2 ml d'éthanol et de 2 ml de solutions de curcumine de différentes concentrations

(l'absorption sous vide a été mesurée pour chaque concentration).

La solution témoin a été préparée en utilisant 2 ml de solution de DPPH et 2 ml
d'é¢thanol. Les films P1C, P3C et P5C ont été sélectionnés pour déterminer l'activité
antioxydante de la curcumine immobilisée. Différentes quantités de ces films contenant entre
10 et 50 pug de curcumine ont été utilisées, et le pourcentage d'inhibition des radicaux libres
(IC%) a été déterminé comme décrit ci-dessus. Il a été également déterminé l'activité
antioxydante pour la solution de CS, les films d'hydrogel sans curcumine et la curcumine
mélangée avec CMCOx dissous dans un mélange éthanol /eau. Il a été préparé des mélanges
de curcumine avec la CMCOx en ajoutant les mémes quantités de curcumine et CMCO que
dans les films P1C, P3C et P5C, et les échantillons ont ét¢ mentionnés avec M1, M3 et M5.
L'activité antioxydante des échantillons M1, M3 et M5 a également été déterminée. Toutes les

déterminations ont été effectuées en triple. L'écart type était de + 5%.
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IV.7. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons décrit les modes opératoires et les conditions
expérimentales utilisées pour la préparation de différents hydrogels sous forme de films a
base de chitosane et lactalbumine réticulés avec la carboxyméthylcéllulose oxydée sont
présentées, ensuite, les différentes analyses et principales techniques de caractérisation de
films hydrogels préparés a base de (CS/CMCOx) et (CS/LA/CMCOX) chargés de la
curcumine. Enfin, nous avons détaillé¢ la méthode d’inclusion et I’étude de la cinétique de
libération contrdlée du curcumine ainsi la perméabilité transdermique qui est utilisée dans

notre étude.
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Chapitre V Films a caractere d’hydrogels réticulés par voie covalente a base de (CS/CMCOx)

V.1. Introduction

Pour étre utilisés dans des applications biomédicales, les hydrogels doivent étre
biocompatibles ; c’est la raison pour laquelle ils sont obtenus a partir de biopolymeéres tels que
(chitosane) soit modifiés chimiquement (carboxyméthylcéllulose), sans utiliser des réticulants
a priori toxiques. L’obtention de CMCOx se base sur la modification chimique de CMC par
oxydation sous I’action du périodate, pour favoriser la formation des groupements de type
aldéhydes (-CH = O). L’agent réticulant de CMCOx est utilis¢é pour réaliser les réseaux
chimiques covalents manifestant un caractére non toxique. Différents hydrogels ont ¢été
obtenus par la variation du rapport molaire entre les groupements amines (-NHz) du chitosane
et groupements d’aldéhydes (-CH = O) de CMCOx, qui réagissent en formant des ponts
covalents de type base Schiff (-C=N-).[25]

Les hydrogels constituent les supports polymeres les plus utilisés pour obtenir des
systemes polymere-principe actif a I’inclusion et libération contrdolée/soutenue de ce dernier.
Travaillant en contact ou a l'intérieur de l'organisme, leurs principales qualités doivent
constituer en la biocompatibilité, 1'absence de toxicité et la biodégradabilité. Nous avons
¢laboré des hydrogels par réticulation covalente du chitosane, par I’intermédiaire des
groupements amine, avec la CMCOx par I’intermédiaire du groupement de type aldéhyde, en

¢vitant donc 'utilisation des agents de réticulation classiques, souvent toxiques.

Dans I’obtention des hydrogels, la température de la réaction, le rapport molaire entre
le chitosane et la CMCOx ainsi que le temps de réticulation ont représenté les paramétres dont
I’influence a été étudiée. [25] Tous les films hydrogels ont été caractérisés afin de choisir ceux
qui présentent les meilleures performances. Les différentes méthodes de caractérisation
classique, permettent de définir parmi les films hydrogels analysés, ceux qui présentent la
meilleure capacité de rétention de I'eau et la meilleure porosité. La caractérisation structurale,
les propriétés thermiques, les caractéristiques mécaniques ainsi que I’étude de la morphologie
sont détaillées dans ce chapitre. Cette partie a pour objectif principal de choisir parmi les
films hydrogels obtenus celui qui présente les meilleures caractéristiques physico-chimiques
afin de la tester par la ninhydrine pour confirmer la réticulation covalente entre les
groupements aldéhydes et amines des deux polymeéres. Le principe de la réticulation de
maniere covalente des films hydrogels avec le chitosane et la CMCOx a été présenté en

utilisant la méthode décrite dans la section V.3.1.
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V.2. Obtention de la carboxyméthylcellulose oxydée (CMCOx)

L'oxydation de la carboxyméthylcellulose (CMC) est une méthode de sa modification,
qui permet d'améliorer la fonctionnalit¢ de ce composé en augmentant sa réactivité. Le
principe de la technique d’oxydation est la conversion du CMC en ses dérivés de dialdéhyde
(DCMC) par le périodate de sodium.

Le mécanisme de la réaction d’oxydation de la carboxyméthylcellulose par le
périodate de sodium est tres complexe. Le periodate de sodium a été utilis€é pour oxyder les
groupes hydroxyles voisins dans le cycle glucosidique de CMC, mais le clivage des liaisons
glycosidiques est également inévitable, conduisant a la dégradation du polymere. Il a été
démontré d’apres les différentes études sur la cellulose que le mécanisme de la réaction est
radicalaire. La carboxyméthylcellulose oxydée est un produit obtenu par clivage sélectif de
la liaison C2-C3 dans une unité¢ anhydroglucose de la chaine polysaccharidique [120, 272], en
utilisant le périodate de sodium (NalOs4) qui fonctionne comme un oxydant puissant. La
quantité¢ de périodate ajoutée favorise la teneur en aldéhyde résultante. Afin de vérifier la
cinétique d’oxydation du CMCOx pendant le temps, on a caractérisé la CMC et la CMCOx
par la spectroscopie infra rouge (FTIR).

La réaction d'oxydation n'a pas formé de composés toxiques [273], et elle s'est
déroulée dans I'eau bidistillée a 1'abri de la lumiére pour éviter 'oxydation avancée. Elle se
fait dans un milieu de pH = 6,5 et a une température de 30 °C. Les conditions de cette réaction
permettent d'éviter la formation d'aldols catalysés par des milieux alcalins ou des acétals

catalysés par des milieux fortement acides.

V.2.1. Caractérisation par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

(FTIR): (CMC et CMCOx)

Les spectres FTIR ont été enregistrés pour mettre en évidence la modification
chimique du CMC par oxydation, surtout ’apparition des groupes aldéhydes. Environ 1 mg
d'échantillon sec a été pressé dans une pastille avec 200 mg de bromure de potassium et les
études de spectroscopie FTIR pour les échantillons ont été effectuées sur le
spectrophotometre Bruker Vertex FT-IR. Les spectres FTIR des échantillons ont été
enregistrés en mode de transmittance. La figure V.1 illustre les spectres FTIR de la CMC et

de la CMCOx par le périodate de sodium pendant 6 heures de réaction.
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Absorbance

‘Wavenumbers [1/cm]

Figure V.1: Spectres FT-IR de la CMC et de la CMCOx (le temps utilisé¢ pour la réaction

d'oxydation était 6 heures).

Nous avons constaté selon la figure V.1 que le pic de bande d'absorption a 1599 cm™
dans le spectre CMC semble décalé dans les spectres CMCOx qui apparaissent les pics a 1631
cm! et 1632 cm. L'absorption a 1599 cm peut étre attribuée a la bande extensible
asymétrique du groupe carboxyle de l'acide glucuronique dans le spectre CMC [274], et
l'apparence des bandes d'absorption a une fréquence inférieure a partir de 1631 cm™ est
caractéristique pour C = O conjugué a partir d'un anion carboxylate et pourrait étre déterminée
par la dégradation et l'absorption d’eau par CMCOx [275].

L'apparition d'un nouveau pic d'absorption d'une faible intensité a partir de 1677 cm’!
qui est caractéristique des groupes cétones insaturés, c’est une indication claire de I’oxydation
partielle de la CMC s'est produite [276, 277]. Le pic d'absorption de 1725 a 1740 cm™,
devient spécifique au groupe aldéhyde [276], ne s'est pas produit car il est possible que des
groupes aldéhydes ont été trouvés dans les formes hydratées du CMCOx et que les
hémiacétals peuvent étre masqué et apparaitre déplacés a 1677 cm™'. Par exemple, dans le cas
de l'oxydation du dextrane et de 1'inuline, les auteurs n'ont pas pu identifier dans les spectres
FTIR la bande d'absorption spécifique du groupe aldéhyde [278, 279]. Des bandes
d'absorption d'environ 800 cm™ peuvent étre attribuées a des semi-acétals se formant entre les

groupes aldéhydes et les groupes hydroxyles vicinaux [280, 281].
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Aussi, la bande d’absorption a 3593 cm™! correspondant a la vibration d’élongation du groupe
OH dans le spectre CMC devient plus étroite dans les spectres CMCOX.

La bande d'absorption se déplace vers 3472 cm’!, ce qui probablement indique que le nombre
des groupes hydroxyles se réduit au détriment des carbonyles aldéhydiques aprés la réaction
d'oxydation. Cette derniére remarque ne peut étre prise en compte puisque les carbonyles de
fagon générale sont aptes a former des liaisons hydrogénes et la vibration d’¢longation des
OH ne peut étre quantifiée. Les bandes d'absorption de 1424 cm™ a 1328 ecm™! attribuées aux
groupes carboxyle dans le spectre CMC sont maintenues, mais apparaissent légerement
déplacées, ce qui indique des changements structurels suite a la réaction d'oxydation.
L’oxydation de la CMC par le periodate passe progressivement de la phase amorphe a la
phase cristalline, elle provoque les modifications des propriétés physiques et chimiques de la
carboxyméthylcellulose. L'augmentation du temps de la réaction dégrade davantage
I'échantillon. Dans cette étude, I’oxydation de la CMC a été effectuée en triple. En conclusion,
a base de I’analyse FTIR on peut affirmer que la carboxyméthylcellulose peut étre oxydée par

le périodate en formant le dérivé dialdéhydique.

V.2.2. Caractérisation par résonance magnétique nucléaire (RMN)

La résonance magnétique nucléaire (RMN) permet d’observer les environnements
chimiques des isotopes ayant un spin nucléaire non nul et de déterminer ainsi la structure des
COmMpOSEs.

La '"H RMN et *C RMN sur des polysaccharides donne en général des spectres
inexploitables a cause du grand nombre d’atomes d’hydrogéne ou de carbone dans de
multiples environnements. Les spectroscopies 'H-RMN et '3C-RMN, a également permis
d'obtenir des informations sur les groupes fonctionnels des CMC et CMCO. Les spectres ont

¢été représentés sur les figures V.2 et V.3).
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Figure V.2 : Les spectres '"H RMN pour CMC dissous dans I'eau, CMCOXx dissous dans l'eau
et CMCOx dissous dans DMSO.
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Figure V.3: Les spectres *C RMN pour CMC dissous dans I'eau, CMCOx dissous dans I'eau
et CMCOx dissous dans DMSO.

Les spectroscopies 'H RMN et )C RMN ont été utilisées pour évaluer si la

modification chimique de CMC en présence de NalO4 s'était produite et aussi pour identifier
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si les signaux correspondant aux groupements aldéhyde étaient trouvés dans les spectres de
CMCOx. La figure V.2 montre que les spectres 'H RMN de I'échantillon CMCOXx (le temps
de la réaction d'oxydation pour cet échantillon était de 6 heures) qui dissous dans l'eau
deutérée ou du DMSO présentent des pics caractéristiques similaires a ceux des spectres de
CMC. La formation de groupements aldéhydes dans l'unité structurale de CMC est mise en
évidence dans le spectre 'H RMN du CMCOXx dissous dans l'eau par la présence du signal
singulet & 9,24 ppm et pour le spectre du CMCOx dissous dans le DMSO a 10,11 ppm, 9,92
ppm ou 9,58 ppm, ces pics sont caractéristiques du proton des groupes aldéhydes. Plusieurs
signaux dans la région de 3,14 jusqu’a 4,7 ppm pourraient étre attribués aux groupements
(—CH-ou —OH).

La spectroscopie °C RMN (la figure V.3) montre que dans le spectre du CMCOx
dissous dans I'eau deutérée, il n'y a pas de signaux des groupements aldéhydes dans la région
qui situé entre 190 ppm et 200 ppm. Pourtant, un signal caractéristique des groupes carbonyle
dans les cétones apparait a 217,77 ppm. Il existe une possibilité que la forme hydratée des
groupements aldéhydes puisse apparaitre dans une solution aqueuse [282, 283], mais les
signaux caractéristiques n'ont pas été trouvés dans le spectre de CMCOx dissous dans I'eau
deutérée. Dans le spectre du CMCOx dissous dans le DMSO, il existe des signaux des

groupements aldéhydes a 204,03 ppm, 200,29 ppm, 197,78 ppm et 194,06 ppm.

Dans le spectre CMC qui dissous dans l'eau deutérée, le signal a 102,45 ppm
correspond a l'atome de carbone C1 dans l'unité anhydroglucose. Le signal de 71,315 ppm
est attribué au groupement méthyléne pour I’atome C7. Le signal du groupement
carboxylique apparait a 178,146 ppm et peut étre attribué a I'anion carboxylé. Le signal de
59,88 ppm peut étre attribué pour l'atome C6 de I'unité anhydroglucose de la CMC native,
tandis que le signal correspondant de l'atome de carbone C6 dans la CMC a été déplacé a

70,4 ppm [284].

Pour la CMCOx qui dissous dans le DMSO, on observe dans le spectre '*C RMN que
les signaux appartenant aux atomes C2 et C3 a partir de 73,28 ppm et 74,96 ppm
respectivement du spectre CMC, ne se produisent plus, c’est une confirmation de 'oxydation
de la CMC.

Dans le spectre *C RMN de la CMC qui dissoute dans l'eau, nous observons une
légeére réduction de l'intensité du signal de ces deux atomes de carbone. La littérature
mentionne que lorsque le degré d'oxydation est plus élevé, l'intensité de ces pics est plus

faible. L'oxydation de la CMC détermine plusieurs signaux dans la région qui situé entre 80
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et 105 ppm. Les signaux obtenus sont attribués aux atomes de carbone des groupements C-O-
C des hémiacétals [282]. Les résultats obtenus sont cohérents avec ceux rapportés par d'autres

études [282, 284].
V.2.3. Détermination de la teneur des groupements aldéhydes du CMCO

La teneur en aldéhyde a été déterminée par une voie indirecte, par titrage iodométrique
de l'acide périodique résiduel présent dans le mélange réactionnel. 1 ml d'une partic du
mélange réactionnel, a été versé dans un erlenmeyer, puis on ajoute 1 ml de KI (20%) et 1 ml
de HCI1 (37%). L’I, formé a été titré avec le thiosulfate de sodium (Na»S»03) 0,05 N jusqu'a ce
que le point final marqué par la disparition de I> qui a été visualisé par addition d'amidon
soluble. Le titrage similaire a été également réalisé avec un échantillon témoin [261]. Toutes

les expériences ont été effectuées en triple.

L’oxydation de la CMC par le periodate favorise la formation de groupes

dialdéhydes, suite a une scission homolytique de la liaison C2-C3 (figure V.4).
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Figure V.4 : Représentation schématique de la réaction d’oxydation de CMC par le
periodate de sodium (NalOg) [120].
V.2.4. Mécanisme d’oxydation de la CMC

Un apercu sur le mécanisme réactionnel de I’oxydation de la CMC par le periodate de
sodium est proposé suite a une recherche bibliographique variée. Il est a noter que 1’anion
periodate favorise la formation d’aldéhyde suite a une scission de la liaison carbone-carbone

porteurs des hydroxydes OH [285].

Le mécanisme généralement proposé fait intervenir la dissociation du periodate puis

I’anion 104 forme un intermédiaire cyclique qui conduit aux aldéhydes.

NalOy = Na" + 104
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La réaction du motif de la CMC avec ’anion periodate donne lieu a un intermédiaire
réactionnel ionique de type ester cyclique (figure V.5). A ce niveau de la réaction, il n’y a pas

de réduction de I’espéce périodate mais une perte d’eau et fixation de 1’alcool pinacolique.

0/]\Q HO ° I|\0HHO J)H\k”o -
- o
H"
. |
DN e N
6/ \O D/70\'D

Figure V.5: Premiére étape du mécanisme d’oxydation de 1’alcool pinacolique par le

periodate de sodium [286].

L’espece cyclique a 5 chainons se décompose immédiatement par réarrangement
¢lectronique. Le mécanisme concerté conduit a deux réductions successives de 1’halogeéne, en
le faisant passer du degré d’oxydation VII a V, et a 'oxydation des deux carbones porteurs
des fonctions alcools. La particularité de ce mécanisme est qu’il induit une coupure de la

liaison C»-Cs (figures V.5-6).

Figure V.6 : Mécanisme concerté de I’intermédiaire réactionnel cyclique a 5 chainons [286].

L’oxydation des diols vicinaux dans le polysaccharide donne des dérivés dialdéhydes
avec ouverture du cycle. Pour confirmer la formation de carbonyle, nous avons constaté
simplement par FTIR qu’une bande d’absorption spécifique a ce groupement est apparue

dans le spectre du CMCOx.
V.2.5. Cinétique de I’oxydation du CMC

La consommation de thiosulfate de sodium dans 1'échantillon est la mesure de I'exces
de periodate de sodium. Il est connu qu’une mole de periodate de sodium forme deux groupes

aldéhydes. Nous avons donc calculé¢ la quantité de periodate de sodium au cours de
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I’oxydation du CMC par périodate. Nous avons effectué notre expérience de 1h a 6h. Au fur
et 2 mesure on observe que lorsque le temps d'oxydation augmente, la quantité du périodate
est diminuée. La cinétique d’oxydation de la CMC est représentée par la variation de la
consommation de quantité de periodate (NalO4) en fonction du temps comme le présente

dans la figure V.7.
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Figure V.7: La variation de la quantité¢ du periodate (NalO4) en fonction du temps.

D’apres la figure V.7 on remarque que la concentration du periodate est diminuée en
fonction du temps pendant toute la durée de I’oxydation, c'est-a-dire les teneurs en aldéhyde
augmentent avec le temps de la réaction. Elles vont de 2,006 g et 1,37g respectivement pour
des temps de la réaction s'étendant de 1h a 6h. On peut conclure que dans les conditions
opératoires étudiées, les teneurs en aldéhyde évoluent avec le temps. De méme que
précédemment, nous remarquons une diminution de la concentration de NalO4 quand les
fonctions aldéhydes (CHO) augmentent. Ces résultats sont en accord avec les travaux menés
par Chetouani et al. [287] qui ont démontré que la teneur en aldéhyde augmente avec le

temps, et le pourcentage en CHO est diminué quand la concentration de KIO4 augmente.
V.2.6. Influence du temps de la réaction sur le degré d’oxydation

Le degré d'oxydation (pratiquement 1’efficacité de la réaction d’oxydation) représente
le nombre de liaisons C2-C3 converties en dialdéhydes par rapport au nombre total de
liaisons C2-C3. Le degré d'oxydation peut étre controlé par la quantité ajoutée de périodate,
en combinaison avec les conditions de la réaction d’oxydation. Etant donné que la quantité

d'aldéhydes affecte les propriétés du matériau, il devient important de pouvoir quantifier que
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le niveau d'oxydation souhaité a été atteint. Différentes méthodes ont été utilisées pour étudier
le degré d'oxydation. Afin de déterminer le degré d'oxydation, un volume de 100 ml de
solution de CMC a une concentration de 3% (m/ v) a été préparé, et le protocole expérimental

a été décrit dans la section IV.3.3 de matériaux et méthodes.

La figure V.8 montre que le degré d'oxydation augmente en fonction du temps de la
réaction d'oxydation. En effet, elle représente un autre moyen d’exprimer la cinétique du
procédé d’oxydation. Le degré d'oxydation a été estimé en déterminant la concentration de
periodate non consommé par iodométrie apres 6 h. A la fin de la réaction d'oxydation, le

degré d’oxydation est d’environ de 23%.
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Figure V.8 : Variation dans le temps du degré d'oxydation de la CMC.

L’examen de la figure V.8  montre que le degré d'oxydation augmente
progressivement en fonction du temps d’oxydation jusqu'a 4 h lorsqu'il atteint la
valeur de 22,11%. La courbe cinétique atteint pratiquement un plateau a partir
de 4h et le degré d'oxydation se stabilise jusqu’a la valeur de 22,9% aprés 6 heures,
¢videment en parfaite concordance avec la courbe de consommation de
NalO4 présentée dans la fig.V.7. Par conséquent, I’oxydation partielle a été obtenue,
car une oxydation avancée peut entralner l'oxydation des groupes carbonyle en groupes
carboxyliques et, éventuellement, la dégradation de la chaine polysaccharidique avec une
réduction drastique du poids moléculaire. Le nombre de moles de groupes aldéhyde est varié,

et il était compris entre 0,71 x 102 et 5,86 x 10> moles de CHO / g de CMCOx.
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Des résultats similaires ont été trouvés et rapportés dans la littérature, ou il a été
montré que le nombre de groupes aldéhyde augmente avec le temps dans la réaction

d’oxydation [288, 289].

Un premier effet de l'oxydation sur la CMC est l'augmentation de sa solubilité¢ dans
l'eau avec le degré d'oxydation. Cet effet est déterminé d’une part par la croissance du nombre
des groupements carbonyle, qui sont moins impliqués dans des liaisons d’hydrogénes formées
entre les chaines du polymere par comparaison aux groupements -OH, et d’autre part par la
décroissance du poids moléculaire de la CMCOx due a la réaction inévitable de dégradation
dans le milieu fortement acide (HCIl) dans lequel se passe la réaction. Le processus
d'oxydation a été terminé a environ 6 heures dans l'obscurité. Dans les recherches antérieures,
on estime que le retard du processus d'oxydation peut étre provoqué par la liaison hydrogene
qui se forme entre le groupe carboxyle d'une chaine polymeére et le groupe hydroxyle de
l'atome C3 des chaines voisines. Donc, le degré d'oxydation peut également étre ajusté en

modifiant le rapport entre les réactifs [282].

V.2.7. Détermination du poids moléculaire

La réaction d'oxydation peut étre également accompagnée par la dégradation du
polysaccharide, qui a pour effet la réduction de son poids moléculaire. Il a été nécessaire de
controler la variation de cette caractéristique pour la CMCOx obtenue apres différents temps
d'oxydation en utilisant la méthode viscosimétrique. La figure V.9 montre la variation du

poids moléculaire de CMC avec le temps de la réaction d'oxydation.
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Figure V.9 : Variation du poids moléculaire de la CMC avec la durée du processus

d'oxydation.
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Les conséquences du processus d'oxydation sur le poids moléculaire de la CMC ont
¢té évaluées. Différents degrés d'oxydation ont été obtenus pour trois échantillons en faisant
varier le temps de réaction d'oxydation (entre 2 et 6 heures). Les quantités de réactifs ont été
maintenues constantes (1 g de NalO4 et 1 g de CMC) dans chaque synthese. Il y avait une
réduction significative du poids moléculaire de la CMC avec l'augmentation du temps
d'oxydation en raison de la dégradation du polysaccharide. Les résultats obtenus sont
concordants avec les résultats obtenus par Eremeeva et Bykova [290]. Le degré d'oxydation
maximal obtenu était de 22,9 % et le poids moléculaire de la CMC initiale avant 1’oxydation
est 288,7 KDa et pour la CMCOx aprés 6 heures d’oxydation est environ 83,6 KDa. Nous
pouvons constater le fait que la réduction du poids moléculaire du polysaccharide a eu lieu par
hydrolyse des liaisons glycosidiques dans les unités structurelles au cours du processus
d'oxydation, diminuant lorsque le degré d'oxydation augmente. On peut noter que la variation
de poids moléculaire de CMCOx était cohérente avec le degré d'oxydation. Apres quatre
heures d'oxydation de la CMC, la valeur de poids moléculaire était presque constante et le
phénomene de dégradation est diminué en intensité, ce qui entraine une diminution de la

quantité de NalO4 déterminée par l'avancement de la réaction d'oxydation.
V.3. Obtention des hydrogels sous forme de films a base de chitosane et CMCOx

L’intérét suscité par les hydrogels est en raison de leurs nombreuses applications.
Comme il est bien connu, pour obtenir des hydrogels il faut partir de polymeéres fortement
hydrophiles qui sont soumis a une réaction de réticulation en vue de les transformer dans des
structures tridimensionnelles. Pour ce but, il faut utiliser des composés bifonctionnels de
faible masse moléculaire, qui réagissent avec les groupements fonctionnels du polymere en
formant des ponts entre les chaines ; mais il faut préciser que ces agents de réticulation sont
souvent toxiques, et donc pas trop indiqués pour obtenir des hydrogels avec des applications

biomédicales.

Nous avons donc décidé de procéder a la synthése de nouveaux hydrogels a base de
chitosane (CS) et de carboxyméthylcéllulose oxydé (CMCOx), ce dernier en jouant d’une part
le role de partenaire pour le chitosane en formation de la structure réticulée, et d’autre part

méme d’agent de réticulation, évidement totalement non toxique.

Dans la synthese de ces hydrogels, nous avons adopté par conséquent la méthode de la
réticulation chimique par la réaction entre les groupes complémentaires, ¢a veut dire les

groupements -NH> du chitosane et les groupements -CHO de la CMCOx.
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Nous avons préparé une série d’hydrogels en faisant varier le taux du CMCOx par
rapport au chitosane comme indiqué dans le tableau V.I1. Il faut faire la mention que le
rapport entre les deux polymeéres a été en effet exprimé par le rapport entre le nombre de
moles des groupements fonctionnels caractéristiques (-CH=0/-NH>). Des films d'hydrogels a
base de CS avec CMCOx ont été obtenus a pH = 2,4 et a une température de réaction a 55 °C.
A une valeur de pH plus élevée, le CS précipite en raison de la réduction de sa solubilité, mais
peut-étre aussi en raison des groupes carboxyliques de CMCOx qui peuvent interagir
¢lectrostatiquement avec les groupes amines du CS formant des complexes
polyélectrolytiques. La réaction entre les groupes amines protonés de CS et les groupes
aldéhyde de CMCOx, se fait par la formation de groupes imines ou de bases de Schiff. La
réaction de réticulation est influencée par quelques parameétres telques : le temps ou la
température de réticulation et la quantit¢ de CMCOx utilisée (le rapport molaire entre les
groupes amines dans le CS et les groupes aldéhydes dans la CMC). [25]

Les facteurs influencant la réaction de réticulation mentionnés ci-dessus ont été
¢tudiés dans cette recherche pour obtenir un hydrogel optimal avec des applications
biomédicales potentielles capables d'inclure et de contrdler la libération de divers principes
actifs, en particulier les polyphénols. Caner et coll. [69] ont étudié I'effet de plusieurs acides
sur les propriétés mécaniques et barricres pour obtenir un hydrogel a base de CS. Il a été
démontré que l'acide acétique est le meilleur solvant pour obtenir des films d'hydrogel a base
de CS ayant de bonnes propriétés mécaniques et barriéres. La curcumine a été incorporée par
diffusion et évaporation d'alcool apres le séchage des films (voir la section 1V.6.9.1). Les
résultats de l'efficacité d'encapsulation sont donnés dans la section V.5.1 et le protocole

expérimental d'obtention de films d'hydrogel a été présenté dans le tableau V.1.

Tableau V.1: Protocole expérimental utilisé pour obtenir des films hydrogels réticulés de

maniére covalente a base de CS et CMCOx *

Code des Rapport molaire CMCOx (-CH=0)
échantillons (-CH=0/-NH>) (molesx10°)

P1 R (0,25/1) 0.4375
P2 R (0,375/1) 0.656
P3 R (0,5/1) 0.875
P4 R (0,75/1) 1.3125
P5 R (1/1) 1.75

P6 R (1,5/1) 2.625
P7 R (2/1) 3.5
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e Le nombre de moles de groupements -NH, dans le CS a été maintenu constant,
respectivement 1,75 x 10~ moles. Le volume de la solution de CS était de 20 ml et le volume
de la solution de CMCOx était de 10 ml. 0,3 g de glycérine ont été ajoutés dans chaque
synthése pour éviter l'obtention de films fragiles et cassables. Les films chargés de la
curcumine et contenant les mémes rapports molaires ont été codés avec P1C, P2C, P3C, P4C,

P5C, P6C et P7C.

Le rendement d’obtention des films dépend du rapport molaire entre les deux

polymeéres.

La figure V.10 montre la variation du rendement (%) avec le rapport molaire. On constate,
comme on s’attendait, I’augmentation du rendement avec ce rapport, donc avec
I’augmentation de la quantit¢ de CMCOx dans la composition du mélange de départ utilisé

pour I’obtention de I’hydrogel.
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Figure V.10 : Variation du rendement d’obtention des films en fonction du rapport molaire

—CH=0/-NH> (treaction =25h 5 Treactionzssoc, pH = 254)
V.3.1. Structure des hydrogels par la réticulation covalente de CS et de CMCOx

Le CS et la CMCOx ont été mélangés dans divers rapports molaires en tenant compte
du fait que la CMCOx participe a la réticulation covalente, par des interactions entre les
groupes amines de CS et les groupes aldéhydes de CMCOx. Dans le calcul des groupes
fonctionnels on a tenu compte du fait que le CS participe par un groupe amine et la CMCOx

participe par deux groupes aldéhydes sur l'unité monomere dans la formation de base schiff.
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Les différents parameétres expérimentaux que nous avons fait varier pour élaborer les

hydrogels a base de CS et de CMCOx ont été présentés dans le tableau ci-dessus.

A base de la structure de film I’hydrogel P2, prouvée par FTIR (la figure V.18), on
peut affirmer que la réaction de réticulation a eu lieu entre les groupements complémentaires
de type aldéhyde et amine de deux polyméres, ce que 1'on peut observer sur la figure V.11

suivante:

Oxidized carboxymcthyl
cellulose
DANNNANNA NN = Chitosan

Figure V.11: Présentation schématique de la structure des films d'hydrogel a base de

CS/CMCOx.

Les réactions chimiques possibles entre le chitosane et la carboxyméthylcellulose

oxydée peuvent étre schématisées dans la figure V.12 comme suit :
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Figure V.12 : Réaction de réticulation covalente du chitosane avec la CMCOx.

Il faut préciser que, a part les ponts de type base schiff entre les deux polymeéres, des
interactions ioniques et des liaisons d’hydrogéne peuvent se former entre les chaines des

polysaccharides, qui renforcent finalement le réseau tridimensionnel.
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V.3.2. Détermination de la consommation des groupements amines par le test de

ninhydrine

La détermination des groupements amines libres a partir de CS et de films d'hydrogel a
base de CS réticulés était essentielle car elle fournit des informations sur le degré de
conversion des groupes amines de CS en bases Schiff en présence de groupes aldéhydes de
CMCOXx, nécessaires pour optimiser les paramétres qui peuvent influencer la réaction de
réticulation. Le test a la ninhydrine a été utilisé a cet effet (voir la section IV.6.3), et le degré
de conversion (DC%) a été analysé pour plusieurs films différent par le rapport molaire initial
entre les groupes carbonyles et amines, par rapport aux groupements amines du CS libre. La
détection et l'estimation quantitative des acides aminés ont été longtemps accomplies par leur
réaction avec la ninhydrine (2,2-dihydroxy-1, 3, -indandione). Le mécanisme général de la

réaction est présenté a la figure V.13.

¢ Mechanism:
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Figure V.13 : Mécanisme de la réaction des groupements amines avec la ninhydrine.

V.3.3. Détermination du nombre de groupements amines réagissant dans les films de CS

réticulé avec la CMCOx

Dans le but de déterminer le nombre des liaisons formés par la consommation des
groupements amines libres et de vérifier la réticulation des groupements amines du chitosane
avec les fonctions aldéhydes du CMCOx, on a utilisé donc le test avec la ninhydrine. Nous

avons été intéressés a examiner I’évolution pendant le temps du nombre des groupements
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-NH> pour un mélange (CMCOx/CS) a un rapport (0.375/1) dans un interval de temps allant
de 1h jusqu’au 6h (figure V.14).
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Figure V.14: Evolution pendant le temps du nombre de moles des groupements amines

réagissant pour le mélange CMCOx/CS (film P2, R (0.375/1), (Treaction= 55°C).

La figure V.14 indique que dans toute la période de temps, le nombre de groupements
amines du CS réagis avec la CMCOx augmente progressivement jusqu’a une valeur maximale
de 1.58.10° mole. Ceci peut nous renseigner sur ’augmentation du nombre des liaisons
formées (base Schiff) par la consommation des groupements amines et donc sur I’évolution
du degré de réticulation des films en fonction du temps pendant 6 heures. On constate, donc,
I’augmentation du nombre des groupements amines réagies pendant le temps, donc
I’augmentation du taux de réticulation, effet tout a fait normal et donc attendu. Ces résultats

sont en accord avec ceux obtenus par Hoffmann et al. (2009) [18].

La quantité de groupements amines qui ne participe pas a la réticulation (déterminée
par le test a la ninhydrine) diminue lorsque la quantit¢ de CMCOx augmente,- mais on voit
qu’il reste encore des groupements pas réagis méme si le nombre des moles de groupements
aldéhydes est en exces. En conclusion, la durée du processus de réticulation (jusqu'a 6 heures)
détermine I’augmentation du degré de conversion de groupements amines (DCamine), donc le
taux de réticulation, ce qui est en parfaite concordance avec I’évolution du degré de
gonflement des hydrogels dans des milieux aqueux. On constate la diminution des valeurs du
degré de gonflement dans les différents milieux étudiés (pH=5.5 et pH=7.4), comme on

pourra voir dans les figures V. 22 (a) et (b).
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V.3.4. Paramétres d’influence sur le taux de réticulation des hydrogels a base de CS

réticulé avec la CMCOx

Le taux de réticulation est important pour les applications biomédicales des hydrogels,
parce qu’il influence la capacité des hydrogels de gonfler dans des milieux aqueux, et d’ici,
leur capacité d’inclure des médicaments hydrosolubles. Sa valeur pourrait étre influencée par
plusieurs paramétres a savoir le rapport molaire (-CHO / NH»), le temps de réaction de
réticulation et la température, et nous nous sommes proposés d’étudier cet aspect.

A base des résultats concernant la consommation de groupements amines (respectivement le
nombre des groupements qui n’avait pas réagi), on a pu estimer le taux de réticulation
exprimé par la conversion du nombre de groupements amines, DCamine (%), lors de la

réticulation covalente de CS avec la CMCOx.

On a utilis€¢ pour ce but le test de la ninhydrine qui nous a permis de calculer

finalement le DCamine (%) par I’équation précédente I'V.3.

V.3.4.1. Influence du taux de réticulant : le rapport molaire entre les groupements -

CH=0/NH:

Nous avons ¢laboré plusieurs films a caractére d’hydrogel selon les différents rapports
molaires successives en variant le nombre de moles de groupes carbonyles de 1’agent
réticulant (CMCOx) vis-a-vis le nombre de moles de groupes amines de chitosane (gardée
constant, respectivement 1,75 x 10 moles comme mentionné au tableau V.1 pour tous les
¢chantillons : P1(0,25/1) , P2(0,375/1), P3(0,5/1), P4(0,75/1) , P5(1/1) , P6(1,5/1) et P7(2/1).
On a constaté que les films deviennent de plus en plus opaques par 1’augmentation de la
quantit¢é de CMCOx. Dans le calcul des groupements fonctionnels on a tenu compte du fait
que le CS participe par un groupe amine et la CMCOx avec deux groupes aldéhydes sur
l'unité monomere.

Les valeurs du DCamine des groupements amines dans les bases de Schiff ont été
déterminés par le dosage avec de la ninhydrine des groupements -NH> pas réagis, et sont

représentées en fonction du rapport -CH=0/-NH; dans la figure V.15.
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Figure V.15: Variation du degré de conversion DCamine avec le rapport molaire -CH=0/-
NH> des hydrogels a base de CS réticulé avec la CMCOX (treaction = 2.5 h; Treaction=55°C,
pH=2.4).

Nous remarquons dans ce cas le fait que la densité¢ de réticulation (donc le degré de
réticulation) croit avec 1’addition périodique de la quantité de réticulant CMCOX.
Les valeurs de DCamine augmentent lorsque la quantité de CMCOx dans les échantillons est
plus élevée, atteignant 85% pour le rapport molaire (2/1). Il a été observé que la valeur
DCamine pour I'échantillon P1 dans lequel le rapport molaire de (0,25/1) était de 42,27% et non
de 25% comme prévu théoriquement. La valeur étonnamment élevée de DCamine déterminée a
l'aide de la réaction avec la ninhydrine ne pourrait s'expliquer que par l'existence de fortes
interactions intermoléculaires telles que les liaisons hydrogenes, électrostatiques ou par la
complexation du carboxylique avec des groupements amines, qui pourraient capturer les
groupes -NH> non impliqués dans la base Schiff -1a formation de liaisons de base conduisant a
une conclusion erronée sur la valeur DCamine. L'effet est maintenu, de moins en moins intense,

jusqu'au le rapport molaire CHO / NH; de (0,5 /1) (mol / mol).

Les interactions intermoléculaires mentionnées précédemment diminuent avec
'augmentation de la quantit¢é de CMCOx par la consommation de groupes amines dans la
réaction de condensation. D'autres auteurs indiquent également que la possibilité de formation
de complexes polyélectrolytiques a pH = 2,4 ou 2,5. Une étude antérieure de recherche
indique que la CMC peut former des complexes polyélectrolytiques a pH = 2,4 avec la
gélatine a un rapport gélatine/CMC de 1,7/1. Le nombre de groupes amines qui pourraient

interagir électrostatiquement avec les groupes carboxyliques de la carboxyméthylcellulose est
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inférieur & pH = 2 par rapport a pH = 3 [291]. Aussi, & pH = 2,5, des complexes
polyélectrolytiques a base de CMC et CS ont été préparés, et il a été montré que 1'efficacité de
leur obtention dépend du rapport entre CMC et CS [292]. La possibilit¢ d'obtenir des
complexes polyélectrolytiques a pH = 2,4 a été testée pour élucider si les interactions
¢lectrostatiques entre les groupes amines du chitosane et les groupes carboxyliques de

CMCOx peuvent étre influencés la valeur de DCamine mentionnée ci-dessus.

Trois films ont été préparés a base de CS et de CMC (le polysaccharide non oxydé)
pour tester cette hypothese, en gardant les mémes quantités de polymeres que celles
correspondant aux mélanges CS avec CMCOx obtenus a différents rapports molaires -CHO / -
NH> : P1(0,25/1); P2(0,375/1) et P3(0,5/1). Apres séchage des films, les groupes amines ont
été déterminés en les dosant avec de la ninhydrine. Les résultats obtenus sont présentés dans
le tableau V.2, en gardant les codes initiaux des échantillons, avec la mention que pour le
DCamine (%) des films réticulés ont €té introduits les notations suivantes ; la notation de
DCamine exprime la réticulation chimique et interactions physiques (%) qui composent le
pourcentage total de groupes amines a été introduite dans la colonne 3. Pour les non réticulés,
les interactions physiques de DC (%) qui expriment le pourcentage des groupes amines

impliqués uniquement dans les interactions physiques a été introduit dans la colonne 4.

La derni¢re colonne montre la différence entre les deux valeurs DCamine pour les
¢chantillons analysés, ce qui donne une image plus réaliste des valeurs de DCamine (%)
obtenues strictement par la réticulation chimique qui exprime le pourcentage de groupes
amines impliqués uniquement dans la réaction chimique de formation de base de schiff

(colonne 5).

Tableau V.2 : Les valeurs de DCamine (%) pour les hydrogels obtenus par réticulation
chimiques et l'interaction physique entre le CS et CMCOX, respectivement, par l'interaction

des groupements amines de CS avec les groupements carboxyliques de CMC.

Dcamine (réticulation chimique et
) Rappo it DCamine DC interaction physique) — lzc
Echantillon molaire (réticulation chimique et (interaction (interaction physique) —
interaction physique) (%) physique) (%) Dcamine (réticulation chimique
bae Schiff) (%0)
1 2 3 4 5

P1 0.25:1 42.27+0.1 16.47£2.5 25.8

P2 0.375:1 49.05+9.3 17.97+£2.3 31.08
P3 0.5:1 61.83+7.3 23.89+3.7 37.94
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Une premiere découverte est qu'en effet, il a été constaté que dans les échantillons non
réticulés chimiquement, certains des groupements amines de CS ne participent pas a la
réaction avec la ninhydrine, évidemment parce que les groupements amines étaient impliqués
dans des interactions stables avec les groupes carboxyliques de CMC. On suppose que le
méme effet se produit lorsque des échantillons réticulés sont obtenus, c'est-a-dire que certains
des groupes amines de CS réagissent avec les groupes carbonyle du CMCOXx, et d'autres
interagissent avec le groupe carboxylique de CMCOx. Ces interactions peuvent E&tre
expliquées les valeurs de DCamine €levées correspondant a ces échantillons, qui n'expriment

pas correctement le DCamine des groupes amines en bases de Schiff.

En calculant le DC (%) réticulation chimique base schiff (colonne 5 du tableau V.2), nous
obtenons des valeurs beaucoup plus proches de la réalité de la participation des groupes NH»
dans la réaction de réticulation. Par exemple, pour I'échantillon P1, cette différence était de
25,8% , ¢étant donné que le rapport molaire était de (0,25/1). La valeur théorique maximale de
DCamine correspondant étant de 25%, selon le rapport molaire des groupes fonctionnels
impliqués dans la réaction de réticulation de I'échantillon P1 (0,25 mole de —CH = O pour 1
mole de -NH>). De méme, pour I'échantillon P2, le DC (%) rticulation chimique base schiff €tait de
31,08%, étant donné que le rapport molaire entre ces deux types de groupes fonctionnels était
de (0,375/1). Pour le dernier échantillon P3, correspondant a un rapport molaire de 0,5 mole
de groupes —CHO pour 1 mole de groupes —NH>, sa valeur était de 37,94% (par rapport a la

valeur théorique maximale de 50%).

Une fois la consommation ¢levée de groupements amines avec l'augmentation du
rapport molaire entre les groupes fonctionnels impliqués dans la réaction de réticulation
chimique et l'augmentation du degré de réticulation pourrait nous conduire a la conclusion
que l'interaction entre les groupes -NH> n'ayant pas réagi de CS avec -COOH de CMCOx
pourrait étre diminuée lorsque le rapport molaire augmente. Par conséquent, a un rapport
molaire supérieure a 0,75/1 de (CHO/ NH»), la valeur de DCamine refléte précisément la
réaction entre les groupes amines de CS avec les groupes aldéhydes de CMCOx par la
formation de base de Schiff. Suite aux données présentées sur la figure V.15, on constate que
pour I'échantillon P4, les valeurs DCamine se rapprochent de la valeur théorique et continuent
d'augmenter légérement avec la valeur du rapport molaire pour les échantillons P5-P7, sans
atteindre le maximum de 100%, méme si la teneur en groupes carbonyles des échantillons
étaient dans certains cas en excés. En principe, cet effet n'est pas possible non plus. La

réduction drastique de la mobilité des fragments de chaine entre les nceuds de réseau réticulés
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obtenus et la possibilit¢é de l'interaction des groupes fonctionnels dans la réaction de

réticulation a été réduite.

Il est a noter que les liaisons intermoléculaires (physiques ou complexées) sont
réversibles et peuvent étre facilement clivées par rapport aux liaisons chimiques irréversibles
[293]. Ainsi les bases de Schiff peuvent stabiliser I'hydrogel obtenu a base de CS et CMCOx,
mais il existe méme dans le cas de ces liaisons la possibilité d'une dégradation hydrolytique
en solution aqueuse. Lii et al. ont montré que la dégradation des hydrogels apres 24 heures a
¢té diminuée en intensité a mesure que le degré de réticulation augmente parce que les
molécules d'eau ne peuvent pas entrer dans le réseau polymere réticulé, et donc la dégradation

est diminuée [294].
V.3.4.2. Influence du temps

En vue de voir I'influence du temps sur le taux de réticulation chimique et les
interactions physiques des films hydrogels a base de CS et de CMCOx de type P2 a un rapport
molaire de (0,375/1) pour une température de réticulation de 55 °C, on a ¢€laboré plusieurs
films en différentes périodes de temps de réticulation lors de la préparation (1h, 2h, 3h, 4h, 5h
et 6h). La variation de DCamine des groupements amines en fonction du temps de réticulation

pour les films obtenus est illustrée a la figure V.16.
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Figure V.16: Influence de temps sur le DCamine (rapport molaire -CH=0O/-NH> = 0,375/1,
T=55°C, pH=2.4).
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Il a été constaté que le DCamine (%) augmente avec la croissance du temps de
réticulation, probablement méme pour des durées supérieures a 6 h, atteignant une valeur
maximale de 64% apres 6 heures. Compte tenu de la valeur initiale du rapport molaire -CHO /
-NHa, seuls 37,50% du total des groupements amines peuvent réagir avec ceux aldéhydiques
dans CMCOx. Il en résulte que 26,5% des groupements amines totaux du CS sont impliqués
dans des interactions intermoléculaires telles que I'hydrogéne ou les liaisons électrostatiques,

leur nombre étant légérement plus élevé lorsque le temps de réticulation augmente.

Bien entendu, l'augmentation de DCamine avec le temps de réticulation peut étre
provoquée a la fois par l'augmentation du nombre de liaisons chimiques de type imine entre
les chaines et par le nombre d'interactions intermoléculaires de nature physique. En outre, la
valeur de pKa des groupes carboxyliques dans CMCOx est de 3,5: a une valeur de pH
inférieure, des liaisons hydrogénes peuvent se former qui bloquent les groupements -NH>, les
empéchant de réagir avec la ninhydrine. Dans notre cas, le pH du milieu de réticulation était
de 2,4. Leur nombre peut augmenter a mesure que le temps de contact des polymeres
augmente a une température de 55 °C. Les résultats sont concordants avec ceux obtenus lors

de I'analyse de l'influence du rapport molaire sur le DCamine €n utilisant le test a la ninhydrine.

A la fin de cette étude, on peut conclure qu’il est possible d’obtenir des films a
caractére d’hydrogel a base de chitosane et CMCOx, avec des degrés variés de réticulation en
fonction des applications biomédicales désirées, en jouant sur les parametres de la réaction de

réticulation.

V.3.4.3. Influence de la température

Afin d'évaluer I’influence de la température de réticulation sur le taux de réticulation,
le méme test avec la ninhydrine a été utilisé. Cinq films d’hydrogels ont été préparés a base
de CS et de CMCOx, a un rapport molaire de -CH=0/-NH> = 0,375/1, pour une durée de
réaction de 3 heures. La réticulation a été effectuée a différentes températures (20°C, 30°C,
40°C, 50°C et 60°C. L’influence de la température sur les valeurs de DCamine (%) est

représentée dans la figure V.17.
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Figure V.17: Influence de la température sur le DCamine (rapport molaire -CH=0/-NH; =
0,375/1, tréaction = 2,5 h . Tréacﬁon=550c 5 pH:2.4 ).

D’aprés la figure V.17, on remarque que le DCamine atteint une valeur maximale a la
température de 30°C, et commence ensuite a diminuer. Il atteint une valeur minimale a 60°C.
La plage de variation de DCamine sur cette plage de température n'est pas tres ¢levée, avec un
maximum de 8%, mais les valeurs restent supérieures a la valeur théorique, d'une valeur
maximum de 37,5%. On s'attendrait a ce que le DCamine augmente continuellement avec la
température (ce qui influence positivement les réactions chimiques), mais, d'autre part,
l'augmentation de ce parametre a pour effet de cliver les liaisons physiques ou hydrogenes
entre les groupes fonctionnels au sein des polymeres. Par conséquent, la ninhydrine réagira
avec un nombre croissant de groupements amines libérés de leurs interactions physiques, et la
valeur de DCamine sera réduite. Cependant, il faut noter que méme si la température atteint 60
° C, toutes les connexions physiques n'ont pas été coupées, la valeur apparente de DCamine
étant toujours supérieure a la valeur théorique de 37,5%. L'é¢tude des facteurs d'influence
présentée précédemment nous a permis d'obtenir des informations importantes,
qualitativement, sur les conditions les plus favorables pour l'obtention de films d'hydrogel

avec l'application dermatologique.

On peut conclure que la température a une influence positive que jusqu’a 30°C,
probablement due a la réactivité plus élevée du groupement carbonyle du CMCOx. Aux
températures supérieures, la réactivité diminue et conduit aux valeurs de plus en plus faibles

du DCamine %
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V.4. Caractérisation des films obtenus a base de chitosane et CMCOx

Les films a caractére d’hydrogels préparés ont été caractérisés par les différentes
techniques tel que la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier a 1’état solide (FTIR),
la microscopie ¢€lectronique a balayage (MEB), I’analyse thermogravimétrique (ATG), la

résistance mécanique et I’étude de gonflement dans des fluides biologiques...etc
V.4.1. Analyse spectrale FTIR des films obtenus (CS/CMCOx)

Pour obtenir des informations sur la structure des hydrogels synthétisés, nous avons
analys¢ le CS , la CMCOx pendant 6 heures et le film P2 a un rapport molaire (0.375/1), les
spectres FTIR enregistrés étant discutés par comparaison avec ceux des polymeres de départ
(le chitosane) et du réticulant (CMCOx) , qui peuvent étre limités uniquement a la plage de
nombre d'ondes entre 1888 et 600 cm™!, ou les différences étaient attendues. Les spectres

sélectionnés pour I’analyse sont présentés dans la figure V.18.
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Figure V.18: Spectres infrarouges du chitosane, de la Carboxyméthylcellulose oxydée

et de film P2 (CMCOx/CS) avec un rapport molaire (-CH=0/-NHz = 0,375/1).

Chitosane

Le spectre infrarouge du chitosane est représenté dans la figure V.18. La bande
d’absorption a 3501 cm™ est attribuée aux vibrations d’élongation des -NH>, NH-primaire et
—~OH. Les pics 2 2976 cm™!, 2880 cm™ et 1372 cm™! sont dus aux vibrations d’élongation et de
déformation de la liaison C-H aliphatique [295]. Il apparait également sur le spectre de deux

pics d’absorption d’intensité moyenne a 1649 ¢m™' (vibration de flexion) et 1541 cm™ qui
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correspondent a 1’élongation de la double liaison C=0O des amides et a la déformation
angulaire (cisaillement) de la liaison N-H des amines, respectivement.

Le pic d’absorption a 1317 cm™ correspond a la vibration complexe d’élongation du groupe
NH-CO (bande d'absorption amide III) des groupements latéraux et le pic d'absorption a 3501
cm’! appartient au groupe -NH, étant attribué aux amines primaires, et pour la bande

d'absorption a 1077 cm™! est attribuée a la liaison C-O-C dans le groupe glycosidique [296].

Hydrogel a base de Chitosane/ Carboxyméthylcellulose oxydée.

La liaison imine (également appelée imine, - N = CH—), communément appelée base
de Schiff, est la liaison covalente la plus fréquemment utilisée pour la création d'hydrogels a
base de chitosane. Les groupes aldéhydes peuvent former des liaisons imines covalentes avec
les groupes amines du chitosane.
Nous remarquons d’apres la figure V.18, dans le spectre de I’hydrogel (P2), I’apparition d’un
nouveau pic a 1645 cm’, 1690 cm™ ou 1742 cm™ et le pic de 1320 cm™ du spectre de
chitosane a été déplacé a 1336 cm et divisé dans de nombreux autres pics d'intensité
inférieure par rapport au spectre CS, probablement en raison de la consommation des
groupements amines libres, ce qui indique la formation de la base schiff apres réticulation du
chitosane par la CMCOx. Ces résultats sont en accord avec les travaux menés par Anjali
Teotia et al (2012) [119]. La littérature indique que la bande d’absorption caractéristique du
groupe imine (CH = N) vers (1660-1630 cm') ne peut pas étre observée clairement,
probablement parce qu’elle chevauche la bande d’absorption de I’amide I du chitosane pour
le spectre du chitosane [297]. Le pic caractéristique des groupes aldéhydes a partir de 1677
cm! dans le spectre CMCOx semble décalé dans le spectre du film d'hydrogel P2
(CS/CMCOX) a environ 1690 cm™. Ce déplacement est le résultat de la formation de
nouveaux groupements tels que I’imine ou I’amide, en vue de crée des interactions possibles
entre les groupes amines et aldéhydes avec la possibilité de formation de bases de Schiff (-
C=N). La bande caractéristique du chitosane a partir de 1559 cm™ est déplacée dans le spectre
de I'échantillon P2, et plusieurs pics d'intensités plus faibles sont observés, ce qui peut
indiquer certaines interactions intermoléculaires des groupes amines [298]. Le pic
d'absorption a partir de 1514 cm™ peut étre attribué a la vibration d'étirement des groupes (C
=C) ou (C=N)[276, 299, 300].

On observe également que la bande d'absorption a 3501 cm™ dans le CS a une
intensité plus faible dans le spectre du film d'hydrogel, ce qui indique que la réaction de

réticulation a bien eu lieu. La bande d'absorption de 1742 cm™ indique la dissociation
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électrolytique du groupe -CH,COO",Na" et se produit, en particulier dans les complexes de
polyélectrolytes. La littérature indique que cette bande d'absorption est plus forte si la
consommation des groupes amines s'intensifie [301]. Visuellement, le changement de couleur
jaune des films d'hydrogel est da a la liaison imine formée par la condensation des deux types

de groupes fonctionnels [302].

V.4.2. Analyse de la morphologie des films par microscopie électronique a balayage

(MEB)

Nous avons également procédé a I’analyse morphologique de la surface des hydrogels
synthétisés en utilisant la microscopie électronique a balayage (MEB). Pour mettre en
¢vidence l'influence du degré de réticulation sur la morphologie des films, nous avons
sélectionné les échantillons P1 et P3. Les photos obtenues de films hydrogels a base de
(CMCOx/CS) en différents rapports molaires P1 (0.25/1) et P3 (0.5/1) sont représentées dans
la figure V.19. La photographie MEB de I'hydrogel montre clairement la texture et la nature

rugueuse des films d'hydrogel.
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100um

Figure V.19: Photographies MEB pour les échantillons P1 et P3.

On constate une petite différence de porosité entre les films préparés avec différents
taux de carboxyméthylcellulose oxydée (CMCOx) ajoutés. Il est a noter que la porosité et la
rugosité s'améliore avec la réduction de la quantit¢ de CMCOx ajoutée. Comme on peut le
voir sur la figure V.19, la surface des films présente une morphologie compacte et homogene,

suggérant une bonne miscibilité et homogénéité entre ses composants.
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Nous constatons que méme si les différences concernant la rugosité de films ne sont
pas trés grandes, on peut dire que les films P3 (0.5/1) sont un petit peu moins rugueux et
moins poreux que les films P1(0.25/1). Ces hydrogels peuvent étre considérés comme
microporeux. Ces résultats montrent que la porosité des hydrogels diminue avec 1’addition du
(CMCOx), et dans le sens avec l'amélioration de la densité de réticulation des films analysés

par un nombre plus élevé de groupes aldéhydes employés en réaction avec les groupes aminés
de CS.

En conclusion, on peut dire que la microscopie électronique a balayage (MEB) nous a
permis de confirmer que le développement de la texture poreuse des hydrogels est en

relation inverse aux taux de CMCOx ajouté.
V.4.3. Propriétés thermiques des films

Nous avons procédé a I’analyse thermique (ATG) des films hydrogels de chitosane
et de différents taux de CMCOx ajouté.
L'analyse thermogravimétrique a été utilisée pour évaluer la stabilité thermique et pour
déterminer la température de décomposition des films analysés. Cet analyse est utile, aussi,
ayant en vue les applications biomédicales de ce type de matériaux ; elle nous confirme si on

peut envisager la stérilisation par voie thermique de ceux-ci, sans les dégrader.
V.4.3.1. Analyse thermique différentielle (ATG)

La technique thermogravimétrique (TGA) est couramment utilisée dans la recherche
pour déterminer les caractéristiques thermiques des matériaux et des polymeres. Elle a été
utilisée pour évaluer les caractéristiques thermiques des films d'hydrogels pour 1'hypothése
qu'ils seraient soumis a une stérilisation thermique avant 1’application de peau. La technique
TGA aide a établir les températures de dégradation, la teneur en humidité et le pourcentage de
composants de matieres inorganiques et organiques. Les thermogrammes des échantillons CS,

CMCOx, les films P2 et P3 sont illustrés dans la figure V.20.
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Figure V.20 : Courbes thermogravimétriques pour les échantillons CS, CMCOX, les films
(P2 et P3).

Dans le cas du CS, deux étapes distinctes de perte de masse ont été observées. La
premiére se produit entre 20 et 98,34 °C . Elle correspond a une perte de masse de 10%, suite
a l'évaporation de la quantité d'humidité a la macromolécule. La seconde étape de la perte de
masse commence a 277,4 °C jusqu'a 384 °C, soit 56,35%, correspond a lI'étape de
décomposition du CS; le poids résiduel de CS était de 27,04 % a 800 ° C. Dans le cas du
thermogramme de CMCOx, on observe que la perte de masse est environ 10,7 % dans la
plage de temperature qui comprise entre 20 °C jusqu’a 135.9 °C.

La dégradation du polysaccharide commence a la température de 135.9 °C et se
termine a 385 °C. L'analyse thermogravimétrique montre deux étapes de décomposition
thermique entre les plages suivantes: 135,9 °C a 238,3 °C (29,4% de perte de masse) et
238,3°C a 385 °C (53,11% de perte de masse). Aprés ces intervalles de température, la perte
de masse était plus lente par rapport a celle mentionnée ci-dessus et la quantité de résidu a
800°C est de 27,76 %. On peut dire que les résultats thermogravimétriques montrent que la
CMCOx obtenue par la réaction d'oxydation en présence de NalOy4 était hygroscopique et que
la résistance thermique est plus faible par rapport a celle du CS. La vitesse de dégradation de
la CMC oxydée s'avere plus rapide que celui du CS. Des recherches antérieures ont été

effectuées par Benghanem et al. Ont démontré que la CMC est donc jugée possédant une
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stabilité¢ thermique meilleure que celle la CMCOx ; Le poids résiduel obtenu de la CMC était de
43,95% comparé a celui de la CMCOx qui est estimé a 30,92% [302].

Toutefois, au cours du chauffage de I'échantillon P2, deux étapes sont également
observées. Il a été¢ observé que la premicre étape se situe entre 20,0 °C et 93,5 °C, ce qui
montre environ 8,11 % de la perte de masse. Ceci est probablement dii a 1’évaporation de 1'eau.
La deuxiéme partic de dégradation, avec une perte de masse égale a 65,4 % commence
immeédiatement et se termine a 384 °C. Les thermogrammes pour 1'échantillon P2 montrent un
stade intermédiaire entre 93,5 °© C et 163,5 ° C ou la perte de masse observée était de 19,33% ,
qui se produit en raison d'une décomposition thermique ou d'une perte d'humidité. Le poids

résiduel du film P2 était de 27, 35 %.

Pour le dernier échantillon P3, on observe que la perte de masse, notamment I'eau, a
lieu entre 20 °C et 79,9 °C, atteindre 8,14 %. L'é¢tape de dégradation commence
immédiatement a 207 © C et se termine a 352,20 °C et la perte de masse était de 50,15%. 11
existe une étape intermédiaire pour 1'échantillon P3 entre 79,9 ° C et 207 ° C, ou I'échantillon
peut perdre une masse en raison de la décomposition thermique ou de la perte d'humidité. La
perte de mase totale de l'échantillon a cette étape intermédiaire était de 17,29 %. Le poids
résiduel de I'échantillon P3 a environ 10% est plus élevé que celui de I'échantillon P2. les
thermogrammes montrent des pertes de masse de 65,4 % jusqu'a 384 °C pour I'échantillon P2 et
d'environ 50,15 % pour l'échantillon P3, et la résistance a la température la plus élevée de
I'échantillon P3 est due a sa structure plus stable, qui peut étre déterminée par un degré de

réticulation plus élevé.

L'analyse des résultats de la figure V.20 montre que la stabilité thermique des films est
intermédiaire a celle des polymeres constitutifs, ainsi que les courbes de perte de masse avec
la température se situant entre celles correspondant au CS et CMCOx. La résistance
thermique des échantillons analysés était supérieure a celle du CMCOx, étant déterminée par
la réticulation entre les chaines «polymeéres» des constituants. Un argument en faveur de cette
affirmation est que I'échantillon P3, obtenu a un rapport molaire -CH=0 /-NH; supérieur pour
I'échantillon P2, a une stabilité¢ thermique plus élevée (perte de masse moindre a la méme

température de décomposition).
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V.4.4. Propriétés mécaniques des films
V.4.4.1. Essais mécaniques de traction

L’application biomédicale de ce type de films sous forme de pansement, par exemple,
exige une certaine résistance mécanique. Pour avoir d’informations sur les propriétés
mécaniques (a traction), ont été enregistrées les courbes contrainte-déformation sur différents
films qui différent par leur composition. Le module de Young, la déformation et la contrainte
a la rupture mis en jeu pour rompre I’échantillon sont aussi calculées pour certains
¢chantillons étudiés: La figure V.21 montre les courbes de contrainte-déformation obtenues a
partir de différents films d'hydrogels synthétisés par les différents rapports molaires entre le
CS et la CMCOx ajoutée.

Figure V.21 : Les courbes de contrainte a la rupture en fonction de la déformation des

différents films hydrogels préparé a base du chitosane réticulé par la CMCOx.

A base de ces courbes, les valeurs des caractéristiques mécaniques des films ont été
calculées, et surtout le module de Young qui donne les informations les plus pertinentes sur la

rigidité de ceux-ci. Ces valeurs sont présentées dans le tableau V.3.
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Tableau V.3: Variations des caractéristiques mécaniques (Valeurs moyennes) des différents
films hydrogels sec a base de CMCOx/ chitosane en différents rapports molaires : P1 (0,25/1),
P2 (0,375/1/), P3 (0,5/1) et P4 (0.75/1).

Force Allongement | Déformation Contrainte 2 | Module de
Echantillon max a la rupture alarupture | Largeur | Epaisseur | force max. Young
(N) (mm) (%) (mm) (mm) (N/mm?) (N/mm?)
Pl 37,622 0,73 4,863 13 0,41 7,059 142,826
P2 25,838 0,422 2,812 13 0,129 15,407 650,813
P3 40,551 0,857 5,647 13 0,132 23,631 645,401
P4 19,11 0,228 1,52 10 0,215 8,888 734,727

Avec l'augmentation de la quantité de carboxyméthylcéllulose oxydée, les valeurs de
la déformation baissent, montrant une augmentation de la rigidité du film d'hydrogel pour une
réticulation plus élevée ; exception faite le film P3, pour lequel nous n’avons pas une
explication plausible.

D’aprés le tableau V.3, on observe que lorsque la quantité de la CMC oxydée
augmente, le module de Young augmente, en exceptant aussi I’échantillon P3.

Les échantillons soumis a cet essai montrent que les films P4 manifestent un faible
allongement, sont rigides, mais le module de Youg présente la valeur la plus élevée.
Evidemment, I’explication est liée au degré de réticulation des films, qui augmente avec le
taux de CMCOx utilis¢é comme réticulant ; I’effet est, bien shr, ’augmentation de la rigidité
des films avec ce parameétre, la mobilité des chaines des deux polymeres étant de plus en plus
diminuée par I’augmentation de la densité de réticulation, donc par la diminution de la
longueur de segments des chaines entre deux noueux du réseau. Evidemment, I’élasticité des

films diminue par I’augmentation du degré de réticulation.
V.4.5. Capacité des films d'hydrogel a absorber les solutions aqueuses

Le comportement des films a base de biomatériaux ou films d'hydrogels, dans des
fluides physiologiques est important pour leurs applications biomédicales. Ce comportement
détermine d’une part la capacité des films d’étre chargés avec des médicaments, et d’autre
part influence également le transport de ces médicaments par le réseau polymeére, ce qui va

influencer la cinétique de libération du principe actif.
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L’étude de la capacité de gonflement des hydrogels en milieu aqueux a été réalisée par
la méthode gravimétrique, comme cela a été indiqué dans la section I'V.6.8.

L'influence du rapport molaire CHO / NH»z, du temps de réticulation et de la
température de réticulation sur les valeurs du degré de gonflement a été étudiée et suivie par
des milieux aqueux, a deux valeurs du pH pour établir les paramétres optimaux pour
l'obtention d'hydrogels biocompatibles pour une libération contrdlée et prolongée de principes

actifs avec des applications transdermiques.
V.4.5.1. Influence de la température de réticulation sur le degré de gonflement des films

Afin de voir I’'influence de la température de réticulation sur le taux de gonflement
(exprime indirectement par DCamine) dans les solutions tampons, les hydrogels ont été pesés et
immergés dans une solution tampon acétate pH = 5,5 (ABS), ainsi que dans une solution
tampon phosphate pH =7,4 (PBS). On a déterminé le degré de gonflement a des intervalles
du temps bien établis.

Le degré de gonflement a ¢té déterminé par gravimétrie a des intervalles de temps bien
¢tablis jusqu'a 1'équilibre. Nous avons choisi pour cette étude le film P2, et nous avons analysé
quatre films de ce type obtenus par réticulation a différentes températures entre 30 °C et 60
°C, du point de vue du processus de rétention de I'eau. L’¢tude de la cinétique de gonflement
des quatre films hydrogels dans les deux milieux (pH =7.4, pH =5.5) est représentée dans les
figures V.22 (a) et V.22 (b).
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Figure V.22 : La variation avec le temps du degré de gonflement pour les films de type P2
obtenus a différentes températures de réticulation (temps de réticulation = 3 h) dans une

solution tampon acétate, pH = 5,5 (a) et dans une solution tampon phosphate a pH = 7,4 (b).
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L'examen de la figure V.22 (a) comme premiere observation nous permet de vérifier
que les films préparés a différentes températures présentent une capacité élevée de rétention
de l'eau a pH = 5,5, et les valeurs du degré maximal de gonflement dépendent de la
température de réticulation. Le gonflement est pratiquement instantané lorsque les
¢chantillons obtenus sont immergés dans des solutions aqueuses, déterminé bien str par le
caractére fortement hydrophile du chitosane. Dans le méme temps, la présence de
groupements amines protonés en milieu acide faible conduit a des répulsions électrostatiques
entre les cations ammonium formes, l'effet étant la distance des segments de chaine entre les
nceuds de réticulation et, par conséquent, la diffusion de la quantité¢ d'eau accrue dans le
réseau polymere. Nous pouvons constater une évolution logique du degré maximal de
gonflement avec le temps plus accéléré au cours de la premiere heure, puis plus lentement
dans l'intervalle de temps de 1h jusqu’a 3 heures avec une tendance a atteindre un plateau vers
8 h. Le degré de gonflement dépend, on voit bien, de la température d’obtention des
hydrogels.

En accord avec 1'évolution de DCamine, ’augmentation de la température apres 30°C
détermine la diminution du degré de gonflement, en parfaite concordance avec I’évolution du
degré de réticulation, respectivement le DCamine (voir fig. V.17).

Comme il existe de fortes interactions physiques entre les chaines de CS (responsables du
blocage partiel des groupements amines qui ne peuvent plus réagir avec la ninhydrine), on
pourrait en conclure que ces interactions physiques agissent comme une réticulation
supplémentaire. Ces interactions diminuent en intensit¢ a mesure que la température de
réticulation augmente (voir le paragraphe V.3.4.3), et les valeurs de degré de gonflement dans

les solutions aqueuses augmentent.

La méme évolution du degré de gonflement est enregistrée pour les films gonflés dans
un milieu faiblement basique (pH=7,4) (figure 22 b). Evidemment, I’explication est la méme
que dans le cas antérieur, responsable de cet effet étant le degré de réticulation des films.

Aux valeurs de température supérieures a 40 °C, on constate, aussi, que les valeurs du degré
de gonflement atteintes en milieu faiblement basique sont plus élevées qu’an milieu acide.
L’explication est la suivante. En principe, le degré de gonflement dépend du taux de
réticulation en diminuant avec sa croissance. Mais il peut étre influencé, aussi, par la
hydrophilie de partenaires qui composent I’hydrogel, et surtout par la présence des
groupements capables d’ionisation dans des milieux des valeurs différentes du pH. Dans les

hydrogels obtenus, on a encore des groupements -NH; pas réagis, provenant de chitosane,
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ainsi que des groupements -COOH provenant de la CMCOx. Par Iaugmentation de la
quantité des CMCOx dans la composition de I’hydrogel, on obtient évidement des films plus
réticulés, dont le degré de gonflement devrait diminuer avec ce parameétre.

Dans un milieu basique, méme si le taux de réticulation augmente avec la quantité de
CMCOx, les répulsions électrostatiques entre les groupements -COO™ qui se forment
deviennent trés fortes et provoquent 1’éloignement des chaines et, donc, I’augmentation de la
taille des mailles du réseau, ce qui a pour conséquence I’augmentation du degré de
gonflement [303]. L’effet final sera, donc, la résultante de deux effets contraires : degré de
réticulation respectivement le taux des groupements carboxylate apportés par la CMCOx. Le
deuxieme effet est, apparemment, le plus fort.

A base de ces résultats on peut conclure, aussi, que nos hydrogels sont sensibles aux pH, donc

peuvent €tre encadrés dans la catégorie des hydrogels intelligents.
V.4.5.2. Influence du temps de la réticulation sur le degré de gonflement

Comme nous avons déja précisé dans un paragraphe antérieur (V.3.4.2), la durée de la
réaction de réticulation provoque des valeurs DCamine plus élevées des groupements amines et
détermine 1I’augmentation du taux de réticulation méme si des interactions intermoléculaires
importantes telles que des liaisons hydrogene et des interactions ¢lectrostatiques se produisent
en méme temps, effet tout a fait normal. Par conséquent, nous avons étudi¢ I’influence de
temps sur le degré de gonflement dans les solutions tampons des hydrogels de type P2. Ces
hydrogels ont été élaborés a différentes périodes de temps de réticulation lors de la
préparation (1h, 2h, 3h, 4h, 5h et 6h). On a établi la cinétique de gonflement en deux
solutions tampon (pH =7.4 et pH =5.5). Les résultats obtenus sont regroupés dans les figures

V.23 (a) et V.23 (b).
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Figure V.23: Variation avec le temps du degré de gonflement pour les films de type P2
obtenus a différents temps de réticulation dans deux milieux différents: a) pH = 5,5 et b) pH

=7,4. (Treaction =55°C).

La durée de la réaction de réticulation, évidemment accompagnée de I'augmentation de
la densité du réseau, réduit les valeurs de degré de gonflement dans les solutions tampons
aqueuses. On peut constater une fois de plus I’allure des courbes de gonflements typique pour
les hydrogels. Le gonflement est rapide pendant les premieres environ 30 minutes, suivi d’une
période plus lente et finalement une tendance de se stabiliser, aprés environ 3h. Le temps de
réticulation a wune influence importante sur ce comportement. Comme on peut remarquer
dans la fig. V.23, le taux de gonflement sur toute la période étudiée et bien sur le taux
maximal de gonflement atteint aprés 8h, diminuent avec I’augmentation de la durée de
réticulation. Une telle évolution est logique du degré de gonflement avec le temps de
réticulation étant donné que le DCamine des groupements amines dans les bases de Schiff
augmente, et par l'implication un nombre plus élevé de groupes aldéhyde de CMCOx ont
réagies dans la réaction avec les groupements -NH> de CS, provoquant la formation du réseau
polymere de plus en plus dense.

Le caractere pH sensible de nos hydrogels se releve une fois de plus si on analyse les
résultats présentés dans la fig. V.23 (b). On observe que, indifféremment de la durée de
réticulation, le taux de gonflement est supérieur dans le milieu faiblement basique (pH = 7,4);
I’explication a été offerte dans le paragraphe antérieur.

D’autre part, on vérifie encore que I’augmentation de la durée de réticulation a pour

effet la diminution du taux maximal de gonflement, atteint aprés environ 8 heures.
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V.4.5.3. Influence du rapport molaire -CHO/-NH; sur le degré de gonflement

Etant donné que la densité de réticulation, respectivement le degré de réticulation de
nos hydrogels s’est avéré étre influencé par la quantité de réticulant utilisé, on a voulu vérifier
cet effet en étudiant la cinétique de gonflement, dans les mémes deux milieux de pH différent,
pour les hydrogels P1, P2 et P3 obtenus a différentes valeurs du rapport molaires (-
CHO/NH;). Les résultats obtenus de la cinétique de gonflement avec le temps de ces
hydrogels dans les solutions tampons (pH = 5.5 et pH = 7.4) sont regroupés dans les figures
V.24 (a) et V.24 (b).
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Figure V.24 : La variation avec le temps du degré de gonflement en fonction de différents
rapports molaires des hydrogels obtenus P1, P2 et P3 dans deux solutions de pH différents: a)
pH=55¢etb) pH="7,4, (durée de réticulation = 3 h, Treaction = 55°C).

D'aprés les graphes présentés, nous pouvons observer le fait que le degré de
gonflement est plus faible pour les quantités de 1'agent de réticulation plus grandes. Dans le
cas du film hydrogel qui a été préparé a base de CMCOx dans le rapport molaire (0.5 /1) qui
a atteint un taux de gonflement plus bas, quelle que soit la valeur du pH de la solution dans
laquelle les films d'hydrogels ont été immergés, un effet absolument cohérent avec le DCamine
de I'évolution des groupements amines. Le milieu faiblement alcalin provoque une
augmentation du degré de gonflement en raison des groupes carboxylates de la composition
CMC. Il convient de noter que les répulsions électrostatiques entre les segments de chaine du
réseau polymere sont intenses et sont influencées par le nombre de groupes carboxylates de

CMCOx et déterminent I'absorption d'une quantité plus élevée de la solution tampon.
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Les résultats obtenus ont permis d'optimiser la réaction de réticulation entre CS avec
CMCOx pour obtenir des films d'hydrogels avec des applications biomédicales. Un film
optimal doit étre mécaniquement stable et avoir une grande capacité a inclure et a libérer des
principes actifs a libération contrélée. Un degré de réticulation élevé provoque l'incorporation
d'une petite quantité de principe actif et une diffusion lente de celui-ci a partir de la matrice
polymeére en des quantités qui peuvent ne pas atteindre la concentration thérapeutique mais
avec une stabilité mécanique élevée. Les paramétres optimaux d'obtention du film doivent
étre identifiés pour assurer une bonne stabilit¢ mécanique et une forte capacité d'inclusion et
de libération controlée du principe actif. Compte tenu des résultats présentés ci-dessus, les
parametres optimaux établis pour l'obtention des films utilisés pour les applications de peaux
étaient:

- la température de réticulation de 55°C,
- le temps de réticulation est environ 2,5 heures

- le rapport molaire -CHO / NH> compris entre (0,25/ 1) et (0,5/ 1).

Nous avons choisi un polyphénol, la curcumine, comme principe actif car il possede
des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes et antibactériennes utilisées dans de
nombreuses applications biomédicales [304]. Dans les paragraphes suivants, nous
déterminerons l'efficacité d'encapsulation de la curcumine dans des films d'hydrogels obtenus
en utilisant différents rapports molaires entre les groupements amines de CS et les groupes
aldéhydes dans CMCOx, l'activit¢ antioxydante de la curcumine encapsulée et la

détermination de la perméabilité de la curcumine encapsulée dans la peau de poulet.

En ce qui concerne l'influence de la composition du rapport molaire dans l'obtention
des hydrogels sur les caractéristiques de gonflement la conclusion antérieure se confirme dans
le sens que le degré de gonflement, sur toute sa durée de l'évolution, diminue avec
I’augmentation de la quantité de réticulant.

Il s’agit d’une évolution logique, parce que la densité de réticulation croit avec 1’augmentation

de la quantité de réticulant.

Le milieu faiblement alcalin assuré par le tampon phosphate ne change pas la
disposition des courbes cinétiques, qui montrent aussi une diminution de degré de gonflement
avec l'augmentation du taux de réticulant (CMCOx) (fig. V.24 (b)). Une fois de plus on
vérifie la conclusion antérieure, respectivement le fait que le milieu faiblement basique

facilite un gonflement plus fort (voir I’explication antérieure).
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Tous les résultats présentés dans ce chapitre montrent clairement comme on
s’attendait, que le comportement de nos hydrogels dans des milieux aqueux est dépendant du
pH, et bien slGr des conditions d’obtention des hydrogels. Par le choix judicieux des
paramétres d’obtention, on peut obtenir des hydrogels avec des propriétés préétablies,
capables d’inclure comme on verra ultérieurement, des quantités variables des médicaments,

et destiné a étre utilisés dans différentes applications médicales.
V.5. Capacité des hydrogels d’inclure et libérer la curcumine

L’objectif de cette these a été ’obtention de nouveaux systémes a base des polymeres
naturels destinés a I’inclusion et libération controlée/soutenue des composés biologiquement
actifs. On a choisi comme produit a activité¢ biologique la curcumine, qui est d’une part un
produit naturel, et d’autre part elle possede une activité antioxydante et d’ici antitumorale bien
connue. L’inconvenient ¢’est que la curcumine présente une tres faible solubilité dans 1’eau, et
donc une faible biodisponibilité. On peut améliorer la solubilit¢ par inclusion dans la
cyclodextrine par exemple, comme on verra dans le chapitre 6. Mais, pour ’inclure dans les
hydrogels, on peut la solubiliser dans des solvants organiques, non toxiques, qui peuvent
diffuser dans les hydrogels grace a leur hydrophilie suffisamment élevée ; un exemple d’un tel

solvant est I’alcool éthylique.

Par conséquent, pour inclure la curcumine dans les hydrogels rapportés dans ce
chapitre, nous avons choisi de la solubiliser dans I’éthanol, ensuite de suspendre nos
hydrogels dans la solution obtenue et finalement d’évaporer I’alcool, ce qui fait que la

curcumine reste piégée dans le film.
V.5.1. Capacité des films d’encapsuler la curcumine

Pour déterminer la capacité des films d’inclure la curcumine, on a travaillé selon le
protocole présenté en section IV.6.9.1. Les résultats obtenus pour I'efficacité d'encapsulation
de la curcumine dans les échantillons analysés sont présentés a la figure V.25.

On a déterminé la quantité de curcumine restée dans le flacon avec la solution alcoolique de
curcumine (restée non incluse dans les films) et de la solution de PBS. La quantité¢ de
curcumine incluse dans le film a été calculée comme différence entre la quantité solubilisée
initialement dans ’alcool éthylique, et celle trouvée dans les deux solutions analysées apres

I’encapsulation (éthanol, PBS).
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L’efficacité de I’encapsulation a été calculée a base de la relation (V.1) suivante :

Ef (%) — Quantité du curcumine encapsulée dans le film + 100 (éq Vl)

Quantité initiale du curcumine

On a constaté que I’efficacité d’inclusion depend du taux de réticulation des films,
respectivement du rapport entre les groupements fonctionels : -CH=0/NHa. Cette dépendance

est illustrée dans la figure V.25.
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Figure V.25 : Variation de I’efficacité d’inclusion de la curcumine dans les films de CS /

CMCOx obtenus en fonction du rapport molaire -CH=0O/NH; (mol/mol).

I a ¢été trouvé que l'efficacité d'encapsulation de la curcumine diminue avec
I’augmentation du taux de réticulation, respectivement du rapport -CH=O/NH», par
conséquent, effet normal étant donné que la densité de réticulation augmente. Cet effet a été
déterminé par le fait que la taille de mailles du réseau polymere était de plus en plus petite
lorsque la densité de réticulation augmentait, et la quantité de curcumine qui pouvait diffuser

dans la matrice polymeére réticulée était plus faible.

V.5.2. Capacité des films de libérer la curcumine

s Analyse de la perméabilité transdermique in vitro par cellules de diffusion
verticale de Franz

Les films chargés de la curcumine ont été analysés du point de vue capacité de libérer

le principe biologiquement actif. La cinétique de libération de la curcumine a partir des films

obtenus a été étudiée sur une cellule de Franz en utilisant la peau de poulet comme membrane
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de séparation entre les compartiments de la cellule. La méthode a été décrite dans la section
des méthodes de caractérisation. La figure V.26 montre les courbes cinétiques de libération
(en termes de perméabilité¢) de curcumine dans une solution tampon d'acétate 0,1 M a pH =
5,5 contenant 1% de Tween 80 et dans une solution tampon phosphate 0,1 M contenant 1% de
Tween 80 a pH = 7,4 pour les trois films P1C, P3C et P5C qui différent par le taux de
réticulation. Ces échantillons ont été sélectionnés pour mettre en évidence trés clairement
l'influence du degré de réticulation, déterminée par le rapport molaire - CHO / NHa, étant
cohérent avec l'indice de conversion des groupements amines, sur le processus de libération
de la curcumine a partir des films obtenus. Le tableau V.4 montre l'efficacité de libération et
les valeurs de perméabilit¢ de la curcumine immobilisée a travers la membrane dans le
compartiment récepteur de la cellule de Franz. Le facteur exponentiel (n) a été calculé a partir

de I'¢quation de Ritger-Peppas [268] et également présenté dans le tableau ci-dessous.

Tableau V.4 : L'efficacité de libération et la perméabilit¢ de la curcumine chargée

(encapsulée) dans les films hydrogels a travers la membrane de peau.

0 0 p (Mg/cmz) 2
Efabs % Ef % dans dans le P (ng/cm?) P Totale
sur la le Ef totale, dans la ) 2
o recepteur (ng/cm’), R
. Rapport | membrane | recepteur, % (aprés 48 membrane, 43 h
Echantillon molaire | de peau, % A ph) 48 h
pH \pH | pH pH |pH | pH |pH | pH | pH |pH | pH |pH | pH |pH | pH |pH
5.5 74 |55 |74 |55 |74 |55 |74 |55 |74 55 |74 |55 |74 |55 |74
P1C 0.25:1 | 47 86 | 16518 |64 |26 |41.1|71 117 | 35.1 158 | 106 | 0.63 | 0.43 | 0.92 | 0.97
P3C 0.5:1 31.6 | 3.6 [9.5 |12 |41 15 [339]663|113 |204 | 147 |87 |0.48|0.53|0.81]0.91
P5C 1:1 233 |32 |74 |11 31 14 | 28549590 149 | 118 |64 |0.53|0.310.97]0.99
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Figure V.26 : Cinétique de libération de la curcumine avec le temps dans une solution ABS a
pH = 5,5 exprimée en efficacité de libération (a), ou en termes de perméabilité (ug / cm?) (b)
et dans une solution PBS a pH = 7,4 exprimée en efficacité de libération (¢ ) , ou en termes de

perméabilité (ug /cm?) (d), pour les échantillons P1C, P3C et P5C.

L’examen de la figure V.26 (a, ¢) montre les courbes cinétiques de la libération de
curcumine dans le compartiment récepteur apres environ 30 heures a pH = 5,5 et apres 48
heures a pH = 7,4. Le tableau V.4 montre que l'efficacité¢ de libération totale de curcumine
(l'efficacité de libération cumulée de curcumine a partir du compartiment récepteur avec
l'efficacité de libération de curcumine calculée sur la base de la quantité de curcumine retenue
dans la membrane de peau) était plus élevée a pH = 5,5 que celui a pH = 7,4. L'efficacité de
libération totale a pH = 5,5 était de 63,5% comparée a une efficacité de libération de 26% a
pH = 7,4 pour les films a faible densité de réticulation (échantillon P1).

L'efficacité de libération augmente lorsque le degré de réticulation est diminué, étant

affectée par la taille des mailles du réseau polymere, et c’est plus élevée lorsque le degré de
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réticulation était plus faible. La quantité de curcumine retenue dans la membrane de peau (sur
la base de laquelle l'efficacité de libération dans la peau a été calculée) était plus faible a pH =
7,4 comparé a celui de pH = 5,5 (tableau V.4). La valeur de pKa pour le CS varie entre 6,17 et
6,51 [305 ,306].

A un pH inférieur a la valeur pKa de CS, les groupements amines libres pourraient étre
protonés et interagir avec différentes protéines de la peau, ce qui indique I’augmentation de
l'efficacité d'absorption de la curcumine. Quel que soit le pH utilis¢, 1'efficacité de rétention
dans la peau de la curcumine libérée des films d'hydrogels augmente lorsque le degré de
réticulation diminue. Nous remarquons que l'efficacité de libération de la curcumine dans le
compartiment récepteur a pH = 7,4 a une valeur plus ¢élevée par rapport a l'efficacité de
libération de la curcumine a pH = 5,5 (figure V.26), mais la rétention de la curcumine libérée
par les films d'hydrogels a pH = 7,4 dans la membrane de peau était inférieure a pH = 5,5
(tableau V .4).

Au milieu faiblement alcalin, la curcumine se trouve sous forme phénolate et devient plus
soluble; par conséquent, son efficacité de libération dans le compartiment récepteur cellulaire

de Franz a été intensifiée et sa rétention dans la peau diminuée.

La curcumine libérée par les films a travers la membrane de peau dans le
compartiment récepteur a pH = 7,4 dépend des groupements carboxylates trouvés dans la
matrice polymére qui conduisent a une augmentation du degré de gonflement, ce qui
intensifie la diffusion du principe actif. A ce pH, les groupements amines libres ne sont pas
protonés et le film d'hydrogel dans lequel la curcumine était incluse n'interagit pas avec les

protéines de la peau.

Des films chargés de la curcumine ont été utilisés pour étudier la perméabilité

transdermique in vitro a travers la cellule de diffusion de Franz.

La cinétique de libération de la curcumine a également été évaluée en déterminant la

perméabilité de la curcumine libérée a travers la membrane de peau dans le temps, exprimée
. 2 . 4 107 N . \

en (ug de curcumine / cm”). En ce qui concerne la perméabilité a la curcumine a travers la
peau, on constate que les résultats obtenus sont comparables a ceux obtenus lors de la
détermination de l'efficacité de libération de la curcumine. Ainsi, la perméabilit¢é maximale
(totale) de la curcumine encapsulée (la perméabilité a la curcumine du compartiment
récepteur cumulée avec la perméabilité de la curcumine retenue dans la membrane de peau)

était plus élevée a pH = 5,5 par rapport a celui de pH = 7,4 (tableau V.4) en raison des
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groupements amines protonés qui pourraient interagir avec les protéines présentées dans la
membrane de peau et, par conséquent, la rétention de la curcumine libérée des hydrogels dans
la peau a été améliorée.

Les courbes de variation de perméabilité avec le temps a travers la membrane de peau
dans le compartiment récepteur sont présentées sur la figure V.26 (b, d) pour les échantillons
P1C, P3C et P5C et les résultats sont cohérents avec ceux obtenus lorsque l'efficacité de
libération a été déterminée. Ainsi, on observe une meilleure perméabilité de la curcumine
libérée des hydrogels a travers la peau dans le compartiment récepteur de la cellule de
diffusion Franz a pH = 7,4 par rapport a pH = 5,5, cet effet étant déterminé par la solubilité
légerement accrue de la curcumine (qui passe partiellement dans le phénolate) en milieu
alcalin a pH = 7,4.

On peut constater aussi que les courbes obtenues ont une apparence typique pour les
systemes polymere / médicament a partir de laquelle le médicament a été libéré de maniere
controlée et soutenue, avec un « burst effet » dans les 300 premieres minutes.

L’effet est di a la libération, pendant cette période, de la curcumine adsorbée en surface des
films et encapsulée dans les couches supérieures de ceux-ci. Apres cette période, la libération
est plus lente, avec une tendance a I'équilibre d’atteindre un plateau vers 2000 min.

La libération, exprimée ici par la variation de la perméabilité par la membrane, dépend du
taux de réticulation du film. Elle est de plus en plus lente par I’augmentation de taux de
réticulation, effet logique étant donné le fait que la diffusion du principe actif a travers
I'hydrogel devient de plus en plus lente par I’augmentation de la densité du réseau.

La valeur exponentielle du facteur n de 1'équation de Ritger Peppas a été calculée sur la base
des courbes de libération de curcumine. Ces courbes montrent que le mécanisme de diffusion
était pratiquement non-Fikien pour la plupart des échantillons utilisés pour étudier la cinétique
de libération. Pour la libération de curcumine de 1'échantillon PIC, la valeur du facteur
exponentiel n était de 0,63; ainsi, le mécanisme de diffusion était de type non fickien et
perturbé par certains facteurs dont I’influence n’a pas été étudiée. De plus, a pH = 7,4, la
valeur exponentielle du facteur » pour la libération de curcumine a partir de I'échantillon P5C
¢tait de 0,31, indiquant un mécanisme de diffusion de type fickien, mais probablement
perturbée par des interactions plus fortes entre la curcumine et les constituants polymeres des
groupes fonctionnels des hydrogels. On peut observer a partir des courbes de perméabilité et
d'efficacité que la libération de curcumine pour I'échantillon P5C n'a pas atteint un équilibre
apres 48 heures. Il est possible que ces interactions entre la curcumine et la matrice polymere
déterminent la perturbation de la diffusion du principe actif.
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Agrawal et coll. ont démontré que la perméabilité a la curcumine dans un hydrogel a
base de Carbopol 940F a travers la peau de souris était de 0,67 + 0,01 pug /cm? par heure, et la
perméabilité a la curcumine libre dans les solutions aqueuses est de 0,46 + 0,02 pug /cm? par
heure [307]. Ternullo et coll. ont également obtenu une perméabilité a la curcumine de 1,5 ug
/em? par heure sur la peau humaine a partir d'un hydrogel de CS avec la curcumine
immobilisée [308]. Dans notre cas, la perméabilité totale de la curcumine aprés sa diffusion
du film dans la peau de poulet 4 pH = 5,5 était comprise entre 2,27 ug /cm? par heure et 3,3 pg
/ em? par h, et a pH = 7.4, elle était comprise entre 1,33 ug /cm? et 2,21 ug /cm? par heure.
Les propriétés bioadhésives du CS pourraient déterminer cette perméabilité améliorée a la
curcumine des films obtenus a travers la peau du poulet, et la CMCOx contribue a
l'augmentation du caractére hydrophile du film en raison des groupements carboxyliques
libres qui pourraient interagir a pH = 5,5 avec des protéines de peau contenant des résidus de

lysine.
V.6. Analyse de ’activité antioxydante de la curcumine immobilisée

La curcumine est un produit bien connu pour son activité¢ antioxydante, qui est due a la

présence des groupements de type phénol dans sa structure. C’est la raison pour laquelle,
parmi d’autre, la curcumine a une activité antitumorale. On s’est proposé d’établir si cette
activité se modifie par I’immobilisation dans nos films hydrogels. 11 y’a plusieurs méthodes
pour déterminer D’activité antioxydante de polyphénols, ¢ca veut dire la capacité de ces
composés de piéger les radicaux libres, responsables de I’évolution du cancer.
La méthode la plus courante pour I'évaluation du piégeage des radicaux libres issus des
polyphénols est l'utilisation du DPPH [309, 310]. Cette méthode est basée sur la capacité de
DPPH, un radical libre stable, d'étre capté par les antioxydants, effet qui peut étre mis en
¢vidence par un changement de la couleur des solutions des DPPH en présence d’un
antioxydant, et qui peut étre quantifie par spectroscopie UV-Vis (une réduction des valeurs
des absorbances a une longueur d’onde spécifique. Dans le test au DPPH, I'antioxydant
stabilise donc le radical DPPH. La réaction par laquelle les antioxydants peuvent capter le
radical libre du DPPH est la suivante :

sWe sWe

+ Anti-oxydant AOH —_— NH + Anti-oxydant AO"

OLN_ NO, ON__J_NO,
] T

Radical DPPH, violet (517 nm) DPPH,H moléculaire, jaune
Figure V.27 : Réaction de réduction du radical libre DPPHe
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Il est bien établi que le piégeage des radicaux DPPH par les antioxydants dépend de
la capacité de ces derniers a donner de I'hydrogéne. L’activité antioxydante est évaluée par
I’intermédiaire du ICso, qui exprime la valeur de la concentration du AH pour laquelle la
concentration des radicaux de DPPH diminue a moitié de la valeur initiale. Plus la valeur
d’IC50 est faible, plus I’activité¢ antioxydante est puissante. On a déterminé la valeur d’IC50
pour les films P1C, P3C et P5C, pour CS et CMCOx, pour le film P5 sans curcumine
immobilisée, pour la curcumine libre , ainsi que pour trois mélanges obtenus en utilisant les
mémes quantités de CMCOx et de curcumine que dans échantillons P1C, P3C et P5C. L'acide
ascorbique a ¢€té utilisé comme composé de référence (standard).

Les mélanges de curcumine avec la CMC ont été dissous dans 50 ml de solution
éthanol /eau distillée, et ont été codés avec M1, M3 et M5, et différentes solutions de
concentration de curcumine exprimées en umoles/ml ont été utilisées pour déterminer le
pourcentage d'inhibition des radicaux libres de DPPH. Sur la base de ces résultats on peut
¢valuer l'activité¢ antioxydante exprimée par IC50 pour les mélanges mentionnés
précédemment. L'évaluation de l'activité antioxydante de la curcumine immobilisée au sein
des films d'hydrogels permet d'é¢tudier l'influence des constituants polymeres et le rapport
molaire entre les polymeéres sur cette caractéristique de principe actif. En principe, lorsque la
valeur IC50 est inférieure, l'activité antioxydante est plus ¢levée. Comme mentionné dans la
section IV.6.15, la valeur d’IC 50 a été¢ déterminée sur la base de la représentation graphique
entre le pourcentage d'inhibition par rapport a la concentration exprimée en (umol / ml). Les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau V.5 et la figure V.28.

Tableau V.5 : L’activité antioxydante exprimée par IC50 pour les échantillons analysés.

Echantillons IC50, (umoles)
Acide ascorbique 0.031 £ 0.00053
Curcumine 0.051 +£0.00033
P1C 0.054 +0.00039
P3C 0.046 +0.00039
P5C 0.039 +£0.00012
Ml 0.082 +0.0032
M3 0.081 +0.00041
M5 0.092 + 0.00846
P5+M5 0.035£0.00012

CS 0.4+0.0103

PS5 (sans curcumine) 10.02 +£0.28
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Figure V.28 : Les valeurs obtenues d’IC50 pour les échantillons analysés.

Il a été trouvé que les valeurs d’IC50 pour la curcumine libre et la curcumine incluse
dans le film P1C sont proches, mais la valeur d’IC50 est diminuée lorsque la quantité de
CMCOx dans les films augmente. L'activit¢ antioxydante du film d'hydrogel chargé de la
curcumine augmente a mesure que le degré de réticulation du film d'hydrogel aussi augmente.
Afin de déterminer si le CS ou CMCOx influence l'activité antioxydante de la curcumine, la
valeur d’IC50 a été déterminée pour I'échantillon de CMCOx, CS et du film P5 sans
curcumine et pour les mélanges (curcumine /CMCO) ont ¢été codés avec M1, M3 et MS5.
L'influence du film d'hydrogel P5 sur l'activité antioxydante a été évaluée et a été utilisée
avec les mémes quantités de film pour déterminer le pourcentage d'inhibition des radicaux
libres DPPH que dans le cas de la détermination du pourcentage d'inhibition du film P5C
chargé de la curcumine.

Comme a été mentionné précédemment, l'efficacité d'encapsulation de la curcumine
dans les films est diminuée avec 1'augmentation du degré de réticulation. Par conséquent, pour
obtenir la méme concentration de curcumine dans la solution d'éthanol utilisée pour
déterminer le pourcentage d'inhibition des radicaux libres DPPH pour les films d'hydrogel
P1C, P3C et P5C, la quantité¢ de film utilisée pour cette détermination était plus élevée a

mesure que le degré de réticulation des films était amélioré.
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Les résultats obtenus ont montré que la CMCOx n'avait pas une activité antioxydante,
par contre, le CS avait une activité antioxydante, et sa valeur d’IC était bien supérieure a celle
de la curcumine.

On a également aussi constaté que la valeur d’IC50 était significativement plus élevée
pour le film P5 par rapport a celle obtenue pour le CS. Cependant, la concentration utilisée
dans le film de CS pour déterminer le pourcentage d'inhibition était supérieure a la
concentration utilisée de CS libre. Il est possible que 'activité antioxydante de CS diminue car
les groupements amines libres sont de moins en moins nombreux lorsqu'ils réagissent avec les
groupes aldéhyde de la CMCOx. Le DCamine de groupements amines dans les bases de Schiff
pour les films hydrogels avec un rapport molaire de (1/1) était de 76,5%, ce qui signifie que
seulement 23,5% du total des groupements amines sont libres.

La valeur d’IC50 pour la curcumine dans les mélanges M1 et M3 était proche, mais
cette valeur a été augmentée pour I'échantillon M5 par rapport aux deux autres échantillons.
L'activité¢ antioxydante des échantillons M1, M3 et M5 était supérieure a celle de la
curcumine libre. On remarque que l'activité antioxydante est diminuée avec 1'augmentation de
la quantité¢ de CMCOx ajoutée dans le mélange (curcumine / CMCO).

La curcumine libre peut interagir avec les groupes aldéhydes de la CMCOx, et de
nouveaux composés peuvent étre formés. Les spectres UV-vis enregistrés montrent deux pics
a des longueurs d'onde de A = 292 nm et A = 360 nm, qui ne sont pas caractéristiques de la
curcumine (425 nm). Dans une autre étude, au future, nous essaierons d'¢lucider cet aspect.
Pour le film P5C, la valeur d’IC50 atteindre 0,039 pumol et l'activit¢ antioxydante était
supérieure a celle de la curcumine libre. Cependant, la valeur d’IC50 augmente, étant de
0,092 umoles pour le mélange M5, dans lequel les mémes quantités de curcumine et de
CMCOx ont été utilisées que dans le film d'hydrogel P5C.

Afin de déterminer si la valeur IC50 obtenue de 0,039 umol peut étre influencée par 1'activité
antioxydante du CS, les pourcentages d'inhibitions obtenus a partir de I'analyse de chaque
quantité¢ de film P5 sans curcumine ont été additionnés avec le pourcentage d'inhibition
obtenu pour chaque concentration de curcumine du mélange MS5.

Ensuite, sur la base de la courbe obtenue a partir du graphe 1% par rapport a la concentration
de curcumine (umoles / ml), IC50 a été déterminée. La valeur d’IC50 obtenue était de 0,035
UM, ce qui est tres proche de la valeur d’IC obtenue a partir de la curcumine chargée dans le
film P5C, ce qui explique l'augmentation de l'activité antioxydante des films chargés en

curcumine.
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Les résultats obtenus ont montré que le CS influence sur les valeurs d’IC50 de
curcumine et identifie les films chargés de curcumine avec activité antioxydante améliorée.
Les films obtenus a base de CS ont été réticulés avec des groupes aldéhydes de CMCOx ,
puis séchés avant l'encapsulation de la curcumine, et la possibilit¢ d'interaction entre la
curcumine et la CMCOx était trés faible. Ainsi, la longueur d'onde a laquelle la curcumine
incluse dans le film avait une absorption maximale ne change pas par rapport a la longueur
d'onde caractéristique de la curcumine libre (425 nm). Dongc, les films de CS influencent sur

l'activité antioxydante de la curcumine et de la valeur d’IC50 diminue.

Les résultats obtenus ont permis d'optimiser la réaction de réticulation entre le CS avec
la CMCOx pour obtenir des films d'hydrogels avec des applications biomédicales. Un film
optimal doit étre flexible, mécaniquement stable et avoir une grande capacité¢ a inclure et a
libérer de principes actifs a libération controlée. Un degré de réticulation élevé provoque
l'incorporation d'une petite quantité de principe actif et une lente diffusion de celui-ci a partir
de la matrice polymere dans des quantités qui peuvent ne pas atteindre la concentration
thérapeutique, mais avec une stabilité mécanique ¢élevée. Les paramétres optimaux d'obtention
du film doivent étre identifiés pour assurer une bonne stabilité mécanique et une forte capacité
d'inclusion et de libération controlée du principe actif. Compte tenu des résultats présentés ci-
dessus, les paramétres optimaux ¢établis pour l'obtention des films utilisés pour les
applications transdermiques étaient: la température de réticulation de 55 ° C, le temps de
réticulation de 2,5 heures et le rapport molaire -CHO / NH> compris entre 0,25/1 et 0,5/1.
Enfin, on peut dire que 0,375/1 est le rapport préférable.

V.6. Conclusions

L'utilisation de la carboxyméthylcellulose oxydée comme réticulant constitue une
méthode prometteuse pour Il'obtention des hydrogels sans aucune toxicité, donc
biocompatibles et potenticllement utilisables comme supports pour l'inclusion et la libération
de médicaments.

Le test ninhydrine nous a confirmé que le nombre des liaisons formées par la consommation
des groupements amines libres aux films de CS/CMCOx augmente avec le taux de réticulant
(CMCOx) et détermine une variation proportionnelle de la densité de réticulation et
inversement proportionelle du degré de gonflement.

La capacité de gonflement des hydrogels en milieu aqueux dépend donc de la composition des

hydrogels, et donc du taux de gonflement.
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Les hydrogels présentent une capacité satisfaisante d’encapsuler la curcumine.

Les systémes obtenus libérent le produit biologiquement actif, mais I’efficacité du process
n’est pas tres €levée, et s’explique par le fait que la curcumine est un composé hydrophobe et
donc peu soluble dans la solution aqueuse de buffer. Le process de libération diminue en
intensité par 1’augmentation du taux de réticulation (donc du rapport —-CH=0/NH>), I’effet
est due a la diffusion de plus en plus lente du produit biologique dont la molécule est

volumineuse, par le réseau de plus en plus dense.
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Chapitre VI Immobilisation du curcumine dans les hydrogels obtenus a base (CS/LA/CMCOx)

VI.1. Introduction

L'objectif de cette partie de recherche porte sur l'obtention d’un autre type d'hydrogels
a base de chitosane, réticulés par voie chimique, afin de les utiliser comme matrices pour
l'inclusion et la libération de principes actifs libres (curcumine). Ils permettront d'établir la
capacité de ces films de libérer d’une manicre contrdlée le médicament afin de valider
I'hypothése de laquelle nous sommes partis pour aborder cette thése. La recherche effectuée
est parti des résultats préliminaires obtenus dans le cadre de recherches antérieures rapportés
dans la littérature [311,312]. Des hydrogels sous forme de films ont été synthétisés,
caractérisés puis utilisés pour immobiliser le médicament. Cette fois, les hydrogels ont
comme composants le chitosane (CS), la carbxoymethylcellulose oxydée (CMCOx) et comme
partenaire la protéine de lactalbumine (LA); le CS et LA sont co-réticulés avec la
carboxyméthylcéllulose oxydée (CMCOx). Le produit biologiquement actif utilis¢é pour
encapsulation est la curcumine, et antérieurement on a justifié ce choix. Dans le chapitre
antérieur on a vu que, a cause de la trés faible solubilité¢ de la curcumine dans ’eau, on a
décidé de la solubiliser dans 1’alcool éthylique, qui grace a son caractére polaire (mais bien
sir plus faible que 1’eau) peut gonfler les hydrogels et pénétrer dans leur intimité.
Evidemment, la curcumine va diffuser aussi a I’intérieur de I’hydrogel ou elle va rester piégée
(encapsulée) suite a 1’¢limination de I’alcool par évaporation.

Cette fois, pour augmenter la solubilit¢ de la curcumine et pour la rendre soluble
méme dans I’eau, ce qui aura pour effet ’Taugmentation de sa biodisponibilité, on a choisi de
réaliser tout d’abord un complexe a base de curcumine par son inclusion dans la cavité
hydrophobe de la B-cyclodextrine. Ce complexe, qui est beaucoup plus hydrosoluble, a été
encapsulé ultérieurement dans les hydrogels au moment de leurs obtentions.

En ce qui suit, on va présenter les résultats obtenus pour ces hydrogels chargés du

complexe de la curcumine, par comparaison aux hydrogels non-chargés.
Ayant en vue la présence dans le chitosane et lactalbumine des groupes amines, ainsi que le
fait que la réaction de réticulation se développe dans un milieu acide, la CMCOx utilisée
comme réticulant va réagir par I’intermédiaire de ses groupements aldéhydes en formant des
ponts de type base Schiff entre les chaines des polyméres, et finalement on obtient des
hydrogels de type réseau interpénétré/interconnecté.

Dans ce chapitre nous montrerons les résultats de ces systemes polymeéres, en ce qui
concerne d’une part les propriétés d’hydrogel, essentielles pour I’inclusion et la libération des

principes actifs hydrosolubles en solution buffer (in vitro) et par la peau (ex vivo), et d’autre
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part la modélisation de la cinétique de libération de la curcumine inclue dans les matrices

polymériques dans ces hydrogels.

VI.2. Obtention des hydrogels sous forme de films a base de chitosane et de
lactalbumine réticulés avec la CMCOx, sans et avec le complexe d’inclusion de la

curcumine

Les hydrogels contenant de lactalbumine associée au chitosane, réticulés avec la
CMCOx ont été obtenus par le méme protocole décrit dans la section du chapitre IV.5.1.3 , en
notant que le lactalbumine a été solubilisé et ajouté en quantités égales (50 mg) a chaque
mélange de chitosane et CMCOX.

Une premiere série des films a été obtenue en absence du complexe d’inclusion de la
curcumine dans la B-cyclodextrine.

L’inclusion de la curcumine dans B-cyclodextrine se fait par la réaction suivante :

B-CD: CUR

Figure IV.1 : Structure du complexe d’inclusion de (B-CD) et curcumine d’un rapport (2:1)

[313].

Une deuxieme serie des films ont été obtenus par I'introduction du complexe
d’inclusion (180 mg) dans le mélange de chitosane et lactalbumine, suivie par la réticulation
avec la CMCOx. Le protocole expérimental suivi pour obtenir les hydrogels est donné dans
le tableau VI.1.

Le seul parametre d’influence a été le rapport molaire entre les groupements aldéhyde
(de CMCOx) et amine (de mélange de chitosane et lactalbumine). Les propriétés des films

étudiés en fonction de ce paramétre ont été les mémes que dans le chapitre 5.
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Tableau VI.1: Plan expérimental utilisé pour I’obtention des films a base de CS/LA

réticulés avec CMCOx, avec le complexe curcumine/B-cyclodextrine immobilisé.

Rapport molaire | Quantité du Quantité du Quantité Complexe
(-CH =0O/-NH,) chitosane lactalbumine CMCOx curcumine/
. (-NH>») (LA) (-CH =0) B-cyclodextrine
Echantillon (molesx10°) (molesx10°) (molesx10?) (mg)
P1(C) (0.25/1) 0.4375
P2 (C) (0.375/1) 0.656
P3 (C) (0.5/1) 1.75 3.52 0.875 180
P4 (C) (0.75/1) 1.3125
P5(C) (1/1) 1.75

VI.3. Analyse des groupements amines libres de lactalbumine

L'a-lactalbumine est une protéine dérivée du lait ayant des effets thérapeutiques tels
que lactivité antitumorale chez 1’homme, l'augmentation de la capacit¢ de réponse
immunitaire et du taux de glutathion systémique,... etc. L’utilisation de a-lactalbumine
comme partenaire du chitosane a eu pour but deux effets : d'une part pour la solubilisation du
complexe d’inclusion (curcumine / B-cyclodextrine) pour faciliter son inclusion dans les
hydrogels, et d’autre part, I’obtention d’un réseau interpénétré complexe avec 1’hydrophilie
ajustable en fonction du taux de lactalbumine, qui est plus hydrophobe par rapport a
chitosane.

Pour analyser le taux des groupements amine libre de I’albumine de départ, mais aussi
de films apres réticulation, on a construit tout d’abord une courbe de calibration en utilisant le
méme test avec la ninhydrine.

0.05 g de lactalbumine a été dissous dans 5 mL de solution de pH= 2.9 sous une agitation
magnétique. De cette solution de départ ont été obtenus par plusieurs dilutions d’autres
solutions, qui ont été soumises a 1’analyse spectrophotométrique UV-Vis. L’absorbance a été
mesurée a une longueur d’onde de 570 nm. La courbe d’étalonnage est représentée dans la

figure VI.2.
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Figure VI.2 : Courbe d’étalonnage de la lactalbumine par la méthode de ninhydrine.

V1.4 Capacité des films hydrogels d’inclure le complexe curcumine/B-cyclodextrine

Le mode de travail pour ’obtention des hydrogels chargés du complexe d’inclusion a
été présenté dans la section IV.5.1.4.
Pour évaluer le taux du complexe inclus et aussi pour étudier la cinétique de libération de la
curcumine des hydrogels obtenus, on a construit une courbe d'étalonnage (figure VI1.3), en
mesurant 1’absorbance des solutions de différentes concentrations de la curcumine dans
I’éthanol, par spectroscopie UV, en utilisant un nanodrop1000 UV a une longueur d'onde de

425 nm.

y=0,0179x

R*=0,9977
g
=
2
[
=
w
=
-

0 ¥ T
0 2 4 6 8 10 12
Concentration dela curcumine (ug/ml)

Figure V1.3 : Courbe d'étalonnage de la curcumine dans des solutions en éthanol & 425 nm.
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On peut voir que les hydrogels présentent une capacité importante de chargement du

complexe curcumine/ B-cyclodextrine comme a été observée dans la figure VI1.4.

m Efficacité d'inclusion du curcumine (%)

56,74

I

0.25/1 0.375/1 0.5/1 0.75/1

46,83

43,42
40,04
35,81
29,18
16,87
1/1

1.5/1 2/1

Figure V1.4 : L’efficacité de chargement (inclusion) de la curcumine dans les hydrogels a
base de CS/LA/CMCOX, pour différents rapports molaires —CH=0/NH>
(treaction =25 h, Treaction= 30 OC)

La figure V1.4 indique Defficacit¢é de I’inclusion de la curcumine sous forme de
complexe dans les hydrogels analysés, en fonction des rapports molaires. Nous constatons
que la quantité de la curcumine incluse dans les hydrogels diminue avec l'augmentation du

taux de réticulation, et elle est en corrélation avec le degré de gonflement.

VLS. Analyse du taux de réticulation des films a base de CS/LA/CMCOx non-chargés

avec le complexe d’inclusion curcumine/f-cyclodextrine

Dans le but de déterminer le taux de réticulation des hydrogels a base de
CS/LA/CMCOx, exprimé par le degré de conversion des groupements amines (DCamine, %),
nous avons ¢€laboré une série des films a différents rapports molaires entre les groupements -
CH=0 du CMCOx, et groupements amines provenants du chitosane et lactalbumine.
L'obtention des hydrogels est basée, comme on a déja précisé antérieurement, sur la réaction
entre les groupements carbonyles (les aldéhydes de CMCOx) et les groupements amines
libres de chitosane et de lactalbumine ; évidement, par cette réaction on réalise des liaisons de
type -CH=N- (base Schiff), qui vont assurer les ponts de réticulation entre les chaines de
méme type (chitosane soit lactalabumine), mais aussi entre les chaines différentes des

polymeéres, en formant le réseau interpénétré.
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L’estimation du taux de réticulation est exprimée d’une maniére indirecte par le
nombre des groupements amines du chitosane et de lactalbumine (dosés par la méthode de
ninhydrine (DCamine, %) qui ont réagis avec la CMCOx comme représenté dans la figure

VLS.
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Figure VL5 : Variation du DCamine (%) des hydrogels a base de CS et LA réticulé avec la
CMCOx en fonction de différents rapports molaires — CH=0/ -NHa, (Treaction= 30 °C).

La figure VL5 indique les valeurs de degré de conversion DCamine (%) des échantillons
analysés en fonction de la quantité, pratiquement, de carboxyméthylcéllulose oxydé ajoutée.
Le taux de réticulation augmente, logiquement, avec 1’augmentation du taux de CMCOXx ;
pour le film qui a été préparé a un rapport molaire (1/1) le degré de conversion DCamine atteint
la valeur maximale d’environ 94,61%.

On peut dire, également, que la densité de réticulation de I’hydrogel CS/LA/CMCOx
est supérieure dans tous les échantillons analysés par rapport aux hydrogels a base que de
CS/CMCOx (voir le chapitre 5). L’analyse par le test de ninhydrine nous a permis de
confirmer D’effet positif de 1’ajout du lactalbumine sur I’augmentation de la densité de
réticulation. Cette analyse est en bonne concordance, comme on verra toute de suite, avec les
observations en ce qui concerne le degré maximal de gonflement caractéristique pour ces

hydrogels.
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~

VI.6. Analyse du taux de réticulation des films a base de chitosane, lactalbumine et

CMCOx qui contiennent le complexe d’inclusion curcumine/B-cyclodextrine

Pour voir si la présence du complexe dans la composition des films a base de trois
polymeéres peut influencer la réaction de réticulation et le taux de réticulation atteint, on a
obtenu une serie des films a base de tous les quatre composants.

L'agent de réticulation CMCOx et le polymére de CS ont été mélangés dans divers rapports
molaires en tenant compte du fait que la lactalbumine participe a la réticulation.

Des échantillons témoins d'hydrogels ont été préparés en suivant le méme protocole
précédent dans lesquels le complexe curcumine/B-cyclodextrine (CUR/B-CD) a été dispersé.
Afin d’estimer le taux de réticulation, nous avons analysé les hydrogels chargés du complexe
de la curcumine par la technique de test ninhydrine, puis nous avons calculé le degré de

conversion des groupements amines, DCamine %o.
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Figure V1.6: Degré de conversion DCamine (%) des hydrogels a base de CS et LA réticulés
avec la CMCOx, chargé du complexe de la curcumine avec le B-cyclodextrine en fonction de

différents rapports molaires — CH=0/ -NH, (Treaction= 30 °C).

L’examen de la figure VI.6 montre que le taux de réticulation des hydrogels
examinés croit aussi et dépend de la quantité d’agent réticulant (CMCOx) utilisé, effet tout a
fait attendu. Nous observons que le taux de réticulation des hydrogels de CS/LA/CMCOx
chargé du complexe de la curcumine est moins élevé par rapport a ceux sans rajout du
complexe (voir fig. VL.5). Cet effet est normal, parce que le volume moléculaire élevé du

complexe a pour effet I’augmentation de la distance entre les chaines des polymeres, et
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empeche dans une certaine mesure que la réaction de réticulation se produit. Les tests de
ninhydrine confirment I’hypothése de 1’impact de I’inclusion du complexe de la curcumine

dans les hydrogels sur la capacité de réticulation.

VI1.7. Etude du degré de gonflement dans les solutions tampons des hydrogels a base de

CS et LA réticulés avec la CMCOx

Les hydrogels a base de CS/LA/CMCOx ont été caractérisés par leurs capacités de
gonflement dans deux solutions tampons (pH=7.4 et pH=5.5), étant donné que cette
caractéristique influence significativement le processus de libération par diffusion des
médicaments inclus. On a étudié la cinétique du process de gonflement pour un intervale de
temps jusqu’a 8 heures, et on a déterminé le degré maximal de gonflement a cette durée. On a
constaté que le process de gonflement est dépendant du taux d'agent de réticulation covalente
(CMCOx), mais aussi, comme on verra ultérieurement, de la présence du complexe
d’inclusion dans la composition des films.

Les films obtenus a base de CS/LA/CMCOx non-chargés du complexe ont présenté

une transparence et une bonne homogénéité comme observées dans la figure VI.7.

Figure VL.7 : Aspect des films a base de CS et LA réticulés avec CMCOx. Le film P3
(partie droite) et le film P1 (partie gauche).

Les hydrogels ont été pesés et immergés dans une solution tampon phosphate pH = 7,4
(PBS) respectivement dans une solution tampon acétate pH = 5,5 (ABS). Le degré de
gonflement a été determiné a des intervalles de temps bien établis. La cinétique de gonflement

des hydrogels est représentée dans la figure VI.8.
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Figure VL.8: Variation du degré de gonflement en fonction du temps pour les échantillons
P1, P2 et P3 a base de CS/LA/CMCOx (temps de réticulation de 3h, Treaction= 30 °C) dans:
(a) tampon phosphate a pH = 7,4; (b) tampon acétate a pH = 5,5.

Le degré de gonflement maximal des hydrogels varie dans I’intervalle de 70 a 170 %
en notant qu'il est fortement influencé par le degré de réticulation, et par le pH du milieu. De
la figure VI.8. on voit que le degré maximal de gonflement des hydrogels diminue avec
l'augmentation du degré de réticulation, donc avec la quantit¢é de CMCOx utilisée comme
réticulant, indifféremment de la valeur du pH, effet tout a fait attendu, parce que la densité de
réticulation des hydrogels augmente avec le taux de réticulant.

Le taux de gonflement de ’hydrogel P1 dans la PBS a pH = 7,4, indique une valeur plus
élevée, autour de 170%, bien supérieure au film P3 le plus réticulé, dont la valeur est plus

faible, autour de 97% (figure VL.8 (a)).
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Le taux de gonflement de ’hydrogel P3 dans la ABS a pH = 5,5, indique une valeur
plus basse, autour de 80%, trés inférieure au film P1 le moins réticulé, qui présente une
valeur maximale autour de 125% (figure VI.8 (b). Les valeurs plus faibles du degré de
gonflement dans un milieu acide, par rapport a celles-ci dans un milieu faiblement basique,
ont la méme explication qui a été fournie dans le chapitre 5: la formation des anions
carboxylate de la CMCOx dans le milieu basique provoquent des répulsions électrostatiques
plus fortes entre les chaines des polymeéres (par rapport aux répulsions entre les cations
d’ammonium provenant du chitosane, dans un milieu faiblement acide), et d’ici
I’augmentation des mailles du réseau et donc la capacité plus élevée de 1’eau de

pénétrer/diffuser dans I’hydrogel.

VI.8. Etude du degré de gonflement dans les solutions tampons des films hydrogels a
base de CS /LA/CMCOx qui contiennent le complexe d’inclusion curcumine/[3-

cyclodextrine

Nous avons analysé une série de trois hydrogels, obtenus a trois rapports molaires des
films résultant de la réticulation de CMCOx avec un mélange de chitosane et lactalbumine, et
contenant le complexe d’inclusion de la cyclodextrine, du point de vue du processus de
gonflement dans les deux solutions tampons de pH différent, comme antérieur (pH=5.5 et
pH=7.4) (figure VI.10).

La figure VI.9 montre I’aspect des deux films contenant le complexe de la
cylodextrine. On peut constater que les films sont homogenes, translucides, et présentent
¢videment la couleur imprimée par la curcumine, méme si elle est incluse dans la cavité

hydrophobe de la cyclodextrine.

Figure VL9 : Aspect des films a base de CS/LA/CMCOx contenant le complexe d’inclusion

curcumine/B-cyclodextrine: film P1 (gauche) et film P3 (droite).
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On peut voir toujours que les hydrogels chargés du complexe de la curcumine, ayant
un taux inférieur de réticulation gonflent plus que ceux qui ont un plus fort degré de
réticulation. On vérifie encore une fois que la capacité de gonflement des hydrogels chargés
du complexe de la curcumine dans les deux milieux étudiés est plus faible en milieu acide par
comparaison au milieu faiblement basique.

Enfin, il est évident que les hydrogels ¢laboré¢ a base de CS/LA/CMCOx qui ne
contiennent pas le complexe, gonflent plus que les hydrogels chargés du complexe.
L’explication est liée, d’une part, aux interactions physiques et de type liaisons d’hydrogene
qui s’etablissent entre les groupements —OH de la cyclodextrine du complexe et les deux
biopolymeres de la composition des films, et d’autre part au fait que le complexe a une grande
taille, qui occupe la plus grande partie de I’espace des mailles du réseau ; par conséquant, la

quantité d’eau qui peut occuper ces espaces est plus diminuée.
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Figure VI.10: Variation du degré de gonflement en fonction du temps pour les films P1
(C), P2 (C) et P3 (C) (temps de réticulation de 3h, Treaction= 30 °C) dans: (a) solution tampon
phosphate a pH = 7,4 (b) solution tampon d'acétate a pH = 5,5.
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Les observations discutées sont en concordance, comme on verra ultérieurement,
avec les résultats de la cinétique de libération controlée de la curcumine présentés dans le

paragraphe VI.12.
VI1.9. Stabilité de la curcumine immobilisée a la lumiére

La curcumine est sensible a la lumicre et sa couleur change rapidement lorsqu'elle est
exposée a la lumicre naturelle [314,315]. Le processus de dégradation en présence de lumicre
est dii a la présence de groupes chromophores dans la curcumine. En supposant que la matrice
polymere puisse protéger la curcumine contre les effets dégradants de la lumiere, nous avons
mené une étude sur trois films d'hydrogels contenant la curcumine incluse [P1(C), P2(C) et
P3(C)], pour vérifier si la stabilit¢ de ce produit est supérieure par rapport a la curcumine
libre. Les films contenant la curcumine ainsi que la curcumine libre ont été exposés a la
lumiere pendant 30 jours, et de temps en temps on a déterminé le taux de curcumine non-
dégradée, par I’extraction du polyphénol dans I’alcool. La dégradation a ¢été évaluée par
détermination de la valeur d'absorbance a la longueur d'onde UV spécifique (A =425 nm), a la
suite de la transformation de la curcumine en d'autres produits, un effet visible et par ceil libre
en raison d'une décoloration. Le tableau VI.2 présente le pourcentage de la curcumine restée
non-dégradée, par rapport a la quantité¢ de curcumine qui était immobilisée au départ dans les
films, pour différentes périodes d’exposition a la lumicre et a Dlaire libre, pour trois

échantillons.
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Tableau VI.2: Résultats concernant la dégradation de la curcumine libre et immobilisée a la
lumiére (exposition a la lumicre naturelle et a l'air libre pendant 30 jours), évaluée par le

pourcentage de curcumine restée non-dégradée.

Durée Curcumine non-dégradée (%)

(jours) P1(C) P2 (C) P3 (C) Curcumine libre
0 100 100 100 100
2 97.0393 97.03591 94.97369 92.63692
4 94.88017 94.79214 91.71944 85.92292
7 93.47674 91.92186 87.63226 80.58824
10 91.20965 89.29926 80.6395 62.80933
13 88.14639 85.0157 70.41186 50.96349
15 87.05333 82.55337 63.10917 43.25558
17 84.67829 81.41692 59.87429 33.37728
20 82.07384 78.19696 55.76774 26.26775
22 81.61503 76.332 50.32463 21.3286
24 79.57735 73.06833 45.69507 19.16836
27 74.9892 67.1675 39.6321 11.65314
30 68.09349 56.09433 34.07275 6.713996
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Figure VI.11: Variation pendant le temps du pourcentage de la curcumine non dégradée (%)
pour une période de 30 jours d’exposition a I’air et a la lumiére naturelle [curcumine libre,

hydrogels P1(C), P2(C), P3(C)].

154



Chapitre VI Immobilisation du curcumine dans les hydrogels obtenus a base (CS/LA/CMCOx)

L’examen de la figure VI.11 montre [I’abaissement de la quantité du curcumine

restante non dégradée des films chargés P1(C), P2(C) et P3(C) ainsi la quantité du curcumine
libre non dégradée apres I’exposition a la lumiere et a I’air libre pendant 30 jours.
Des études antérieures ont montré que la curcumine immobilisée dans les systémes de
libération obtenus par la méthode de I'émulsion se dégrade en présence de la lumicre. Les
auteurs ont montré qu'environ 50% de la curcumine dans I'émulsion était dégradée apres
exposition a la lumiére [316].

Il est treés évident le fait que la matrice polymere protege la curcumine contre la
dégradation, la quantit¢ de polyphénol non-dégradé étant plus élevée, pour tous les trois
films, par rapport a la curcumine libre, pour toute la période d’exposition a l’air et a la
lumiere.

En général, la quantité de curcumine non-dégradée devient de plus en plus faible avec
I’augmentation de taux de réticulation des films.

Ce résultat est, apparement, surprenant. On s’attendait que, par I’augmentation du taux de
réticulation des films la curcumine (sous forme de complexe) soit plus protégée. La seule
explication possible pour nos résultats, qui prouvent le contraire est lié¢e a I’épaisseur des
films. Nous avons contaté¢ que I’épaisseur des films diminue par ’augmentation du rapport
CMCOx/chitosane, et varie de 20 a 12 um (pour les mémes quantités des polymeres utilisées
pour I’obtention de films, et le méme poids des échantillons soumis a la dégradation). Donc,
la radiation lumineuse peut pénétrer plus facilement dans le film, quand son épaisseur est
plus faible. Par conséquent, la curcumine est plus exposée a la dégradation, a mesure que les

films deviennent plus minces, ce qui explique et justifie nos résultats.

VI.10. Stabilité de la curcumine immobilisée a pH

Dans le sous chapitre antérieur nous avons démontré que la matrice polymere dans
laquelle la curcumine a été incluse a un role protecteur et prévient la dégradation du produit
sous I’action cumulée de la lumiere et de I’air. On a voulu établir si la matrice polymere
protége la curcumine, aussi, contre I’effet de dégradation produit par de solutions a différentes
valeurs du pH.

Les échantillons de P1(C), P3(C) et la curcumine libre ont été sélectionnés pour cette
¢tude. Le pH des solutions dont I’effet de dégradation a été suivi, avait différentes valeurs, a
savoir: 2,16 ;3;5,5;6,8; 7.4 et 9. La concentration de curcumine libre et immobilisée était de
4 ng / ml et le test a été effectué a l'obscurité en l'absence d'air pour éviter toute une

dégradation supplémentaire.
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Les figures VI.12 et VL3 présentent les résultats concernant tout d’abord la
dégradation de la curcumine libre en fonction de la valeur du pH d’une part et d’autre part la
cinétique de dégradation. En effet, dans les figures est représentée la variation de la quantité
de curcumine non-dégradée, donc le pourcentage de curcumine trouvée en solution, le dosage

étant fait par la spectroscopie UV.
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Figure VI.12: Le pourcentage de la curcumine non dégradée pour quelques durées

d’exposition de la curcumine libre en solution, a des valeurs différentes du pH.

On constate dans la fig VI.12 que la dégradation devient de plus en plus intense avec
l'augmentation du pH, effet qui a été signalé, aussi, et par d’autres auteurs [317].
Une image sur la cinétique de dégradation (exprimée par la variation pendant le temps de la
curcumine non-dégradée), dans des milieux a des valeurs différentes de pH est offerte par la

figure VI.13.
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Figure VI.13: Variation pendant le temps du pourcentage de la curcumine non-dégradée

provenant de la curcumine libre soumise a dégradation, a differentes valeurs du pH.

On constate que la dégradation de la curcumine dans les solutions tampons utilisées
est spontanément. Le produit principal obtenu par dégradation est probablement le
bicyclopentadione, le méme qui s’obtient par la dégradation oxydative de la curcumine

[317,318].

D’apres les résultats obtenus, nous observons que la dégradation de la curcumine
libre dans une solution a pH=2,16 est moins intense, et le temps de demi-vie, respectivement
tiz =6,75 h. Au dela de pH > 2,16, la dégradation de la curcumine libre commence a
augmenter progressivement. Dans une solution a pH= 7,4 le ti»= 3,67 h, tandis que dans une
solution a pH=9, le ti» devient 3,36 h.

Le test de stabilit¢ du pH a été également réalis€ pour des films hydrogels chargés du
complexe de la curcumine avec le cyclodextrine, respectivement les échantillons P1(C) et
P3(C). La cinétique de dégradation (exprimée aussi par la variation du pourcentage de
curcumine non-dégradée pendant le temps) pour I’échantillon P1(C) est présentée dans la

figure VI.14.
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Figure VI.14 : Variation pendant le temps du pourcentage de la curcumine non-dégradée

provenant du complexe de la curcumine dans le cyclodextrine, a differentes valeurs du pH

[échantillon P1(C)].

Une premicre constatation est que la dégradation de la curcumine est, aussi, de plus en

plus intense avec I’augmentation de la valeur du pH du milieu de la dégradation;la

dégradation est plus forte au pH le plus €élvée de I’experimentation (pH=9).

La dégradation devient de plus en plus intense avec la durée, mais ce qui est trés important,

on constate que la dégradation de la curcumine immobilisée sous forme de complexe

d’inclusion dans la matrice P1 est moins intense par rapport a la curcumine libre, ce qui

signifie que la matrice polymere protége bien le polyphénol. En effet, il s’agit d’une double

protection de la curcumine, offerte d’une part par la matrice polymere, est d’autre part par la

cyclodextrine dont la cavité hydrophobe inclue la curcumine.

L’effet protecteur du film polymere est évident, aussi, dans le cas de 1’échantillon P3(C).

La figure VI.15 montre le pourcentage de la curcumine non-dégradée extraite de ce film,

aprés 3, 5 et 8 heures d’action des milieux a différentes valeurs du pH.
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Figure VL.15: Le pourcentage de la curcumine non-dégradée pour quelques durées

d’exposition de 1’échantillon P3(C) dans des solutions a differentes valeurs du pH.

On vérifie une fois de plus que le mileu le plus basique est le plus agressif, et
provoque, donc, la dégradation la plus intense de la curcumine.
La cinétique de dégradation est présentée dans la figure (fig VI.14). Comme dans le cas de
I’échantillon P1(C), la dégradation augmente avec le temps d’action du milieu agressif sur
I’échantillon, et devient la plus intense pour un pH basique. Mais, on voit bien aussi que la
dégradation est moins intense par rapport avec la dégradation de la curcumine libre, et méme
par rapport avec la dégradation de la curcumine incluse dans I’échantillon P1(C).
Donc, on vérifie une fois de plus que la matrice polymére protége le polyphénole contre la
dégradation. D’autre part, la protection assurée par la matrice P3, qui présente un taux de
réticulation plus élevé par rapport a la matrice P1. L’explication est la suivante. On a vu
antérieurement que le dégré de gonflement de I’échantillon P1(C) est presque deux fois plus
¢levé par rapport a I’échantillon P3(C). Donc, pendant le temps, le volume de la solution

aqueuse a differentes valeurs du pH, qui pénetre dans la matrice polymére, est plus élevé.
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Figure VI.16 : Variation pendant le temps du pourcentage de la curcumine non-dégradée
provenant du complexe de la curcumine dans le cyclodextrine, a differentes valeurs du pH

[échantillon P3(C)].

Par conséquant, le complexe de la curcumine avec la cyclodextrine, inclus dans la
matrice polymere, sera en contact avec une quantité plus élevée d’agent agressif ; évidement,
la dégradation du polyphénol sera plus intense a cause du volume plus élevé de solution
(acide soit alcaline) avec la quelle il va entre en contact.

En conclusion, on peut affirmer que la matrice polymére protége la curcumine contre 1’effet
de dégradation induit par un milieu a caractére acide soit alcaline, mais le dernier produit une
dégradation plus intense, effet qui se vérifie aussi pour la curcumine libre soumise a la

dégradation.

VI.11. Cinétique de libération de la curcumine in vitro

Cette étude a eu pour but d’établir la capacité des films contenant le complexe de
curcumine immobilisée, de libérer le produit biologiquement actif dans des milieux différents
qui simulent les fluides biologiques. On a cherché une corrélation entre cette capacité et le
taux de réticulation des films, respectivement le rapport entre les groupements aldéhydes
provenant de CMCOx et les groupements amines provenant de chitosane et lactalbumine.
Le proces de libération a été étudie in vitro, quand les films contenant le complexe d’inclusion
immobilisé ont été suspendus directement dans la solution buffer, a differentes valeurs du pH.
Pour cette étude on a selectionné trois films en différents rapports molaires, respectivement

P1(C), P2(C) et P3(C).
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Le process de libération de la curcumine a été étudiée dans deux milieux de pH
différents: solution tampon phosphate a pH = 7,4 et solution tampon acétate a pH=15,5et a
la température physiologique (T = 37 °C), jusqu'a I'équilibre. Les films analysés ont été
suspendus dans la solution buffer, et de temps en temps ont été prélevés de volumes constants

de solution dans lesquels on a déterminé la quantité de curcumine libérée (UV, A =425 nm).

Les courbes de cinétique de libération pour les échantillons analysés sont représentées
dans la figure VI.17 (a et b). Elles expriment la variation dans le temps de I’éfficacité de la
libération, respectivement le pourcentage de curcumine libérée par rapport a la quantité

totale de curcumine immobilisée dans les films.

pH=74 (a)
80
S 70 + ¢ A
5 ¢ m =
2 0 * “
£ [ |
2 50
2 40 2
2 % [ ] #PIC (R: 0.25/1)
9
g ﬁ mP2C (R:0.375/1)
£ 20
= P3C (R:0.5/1)
10
0
0 20 40 60 80 100 120
Temps (h)
pH=55 (b)
70
X 60 B
=
£ 50 * u
s
3 [ |
2 40 L
S IS
2 30
s L | *PIC (R:0.25/1)
=
= 20 4}7 EP2C (R:0.375/1)
0 P3C (R:0.5/1)
0
0 20 40 60 80 100 120
Temps (h)

Figure VI.17 : La cinétique de libération de la curcumine pour les 3 films biopolymeres:

(a) P1(C), P2(C), P3(C) 4 pH=7,4; (b) P1(C), P2(C), P3(C) & pH=5.5.
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Pour tous les échantillons analysés on constate que I’allure des courbes cinétiques est

typique aux systemes diffusionels a libération soutenue. Trés important a constater c’est le
fait que le « burst effet » est moins intense par rapport a la libération de la curcumine libre
immobilisée dans des films a base que de chitosane et CMCO (voir chapitre 5).
On peut expliquer ce résultat par deux effets. Premi¢rement il y a deux barrieres devant la
diffusion de la curcumine dans le cas des films chargés du complexe ; d’une part elle devrait
sortir de la cavité hydrophobe de la cyclodextrine, et d’autre part elle doit traverser la matrice
polymere qui devient de plus en plus dense par ’augmentation du taux de réticulation (donc
du taux de CMCOx utilis¢), et fait que la diffusion du produit actif est plus lente. D’autre part,
la curcumine, qui est hydrophobe, peut engager des interactions de type hydrophobe-
hydrophobe avec les domaines hydrophobes de la lactalbumine, ce qui peut tarder la
libération. Par conséquant, on n’aura pas une libération rapide des premiers moments du
proces, et le « burst effet » est plus faible.

On constate que la densité de réticulation des films joue fortement sur la cinétique de
libération de la curcumine ; I’effet est tout a fait logique, parce que la diffusion de produit
actif sera de plus en plus difficile, comme on disait antérieurement, par I’augmentation du
taux de réticulation. Cette dépendance de la cinétique de libération, du taux de réticulation est
visible dans les deux milieux de pH différents qu’on a utilisé (fig. VI.17 a et b). Jusqu’a
environ 70 heures, la vitesse de libération est presque constante (la variation de 1’éfficacité de
libération en fonction du temps est presque linéaire) ; aprés cette période la vitesse commence
a diminuer jusuqu’elle atteint le plateau (aprés environ 100 heures du process).

La valeur du pH influence, aussi, la vitesse de libération. Celle ci est plus élevée quand
le milieu de libération est faiblement basique (pH=7,4). On a constaté le méme effet pour les
films a base de chitosane et CMCOx (chapitre 5) et on a expliqué cet effet a cette occasion.
C’est important a souligner le fait que les résultats concernant la cinétique de libération sont
en trés bonne corrélation avec ceux concernant la variation du degré de gonflement dans les
deux milieux a pH différent, et bien sur, en fonction du taux de réticulation des films. L’effet
est logique, étant donné que tous les deux process ont a la base le process de diffusion des
molécules soit d’eau, soit de la curcumine, par la matrice polymere.

Les informations sur le mécanisme de transport et de libération de la curcumine dans
la matrice polymeére aux films hydrogels ont été obtenues en utilisant le modele cinétique de
Ritger-Peppas selon I’équation VI.1 [268].

M

= k1xth (eq VL.1)

(=)
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Tableau V1.3: Les valeurs du facteur exponentiel n autorisé.

Efficacité de libration du
curcumine dans les films Facteur exponentiel
Echantillon hydrogels (n)
Aprés 100 h, (%)
pH=74 pH=5.5 pH=74 pH=55
P1(C), (R:0.25/1) 73.97 66,19 0,4861 0,6203
P2(C), (R:0.375/1) 62,32 57,43 0,477 0,5685
P3(C), (R:0.5/1) 47,84 42,98 0,4838 0,5446

On constate que, pour la libération dans le milieu faiblement basique (pH = 7.4) , les
valeurs de n sont proches de 0,5 ce qui indique une diffusion pratiquement de type Fickien.
Pour la libération dans le milieu acide, ( pH = 5.5), les valeurs de n indique une diffusion
quasiment Fickien mais perturbée par certains facteurs, par exemple par I’erosion de la

matrice polymere.

VI1.12. Conclusion

On a obtenu des films originaux a caracteére hydrogel capables d' inclure le complexe
d’inclusion curcumine/B-cyclodextrine. Les propriétés physico-chimiques des films
dépendent de leur composition ainsi que de la présence du complexe dans la matrice
polymére.

Le taux de gonflement en milieu aqueux et la capacit¢ de libération des composés
hydrosolubles mod¢les (la curcumine) dépendent de la composition des hydrogels. Le degré
maximal de gonflement et la quantité de curcumine libérée augmentent avec la diminution de
la quantité d’agent de réticulation, respectivement du rapport -CH=0/-NHa.

Le taux de gonflement et la capacité de libération dans la solution PBS (pH=7.4) présentent
les meilleurs résultats que ceux dans la solution ABS (pH=5.5).

La matrice polymérique des hydrogels obtenus a base de CS/LA réticulé avec la CMCOx
chargé du complexe de la curcumine assure une meilleure protection contre la dégradation du

curcumine, due a la lumicre et au milieu agressif (acides, basiques).
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Conclusions générales et perspectives

L’ensemble des travaux que nous avons réalisés présente dans un premier temps
I’étude de la modification chimique qui concerne l'oxydation de la carboxyméthylcellulose
par le périodate de sodium, NalOg, ensuite 1’obtention des hydrogels sous forme de films a
base de chitosane et de lactalbumine réticulé par la carboxyméthylcellulose oxydée sont
¢galement étudiés, et enfin 1’étude de la cinétique d'inclusion et de libération de principes
actifs libres (curcumine). Dans cette recherche, nous nous sommes intéressés aux hydrogels
de chitosane et de lactalbumine réticulée a ’aide d’un composé qui contient des groupements
carbonyle, respectivement la CMCOx. Notre travail expérimental ¢étaient de décrire
I’évolution de la structure des réseaux de chitosane au cours de la gélification en fonction de
certains parametres physicochimiques pour des réseaux de chaines de chitosane et CMCOX,
ou semi-interpénétrés avec de 1’actalbumine et d’étudier les propriétés de réticulation dans les
gels formés. A la fin de chaque chapitre qui rend compte des résultats de la recherche obtenus
dans les trois parties €tudiées, les conclusions de 1'étude ont été présentées. Celles-ci ont
permis d'établir les conclusions générales qui seront présentées ci-apres.

1. Des dosages des groupements carbonyles dans la structure de CMCOx montrent que
lorsque la concentration en agent oxydant, périodate de sodium est diminué suite a la
réaction, le taux des carbonyles (%) augmente. En revanche, I'oxydation de CMC par le
periodate de sodium (NalO4) favorise I’augmentation avec le temps des teneurs en aldéhydes
en fonction de la concentration de NalOg.

2. L’oxydation de la CMC par le periodate de sodium (NalO4) et la formation de
groupements aldéhyde (-CH=0) a ¢été démontrée par la spectroscopie FT-IR et RMN. Le
degré d'oxydation du polysaccharide augmente avec le temps, sa valeur maximale étant
environ de 22,9%. La CMC a été dégradée pendant la réaction d'oxydation; sa masse
moléculaire a ét¢ diminuée lorsque le temps d'oxydation augmente, jusqu'a la valeur 83,6
KDa apres 6 heures d'oxydation.

3. La CMCOx participe a la réticulation covalente par la réaction entre les groupements
amines de CS et les fonctions aldéhydes de CMCOx dans la formation de base schiff entre les
chaines de deux polymeres.

4. Des films d'hydrogel ont été élaborés en utilisant différents rapports molaires entre les
groupes aldéhydes (-CH=0) de CMCOx et les groupements amines (-NH2) de CS. La
spectroscopie FT-IR a confirmé la formation des bases de Schiff (-C=N) dans les films

d'hydrogel obtenus.
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5. Le taux de conversion des groupements amines dans les bases de Schiff, DCamine
dépend de plusieurs facteurs d'influence tels que la concentration de CMCOx dans la
composition du film, les interactions intermoléculaires entre les polysaccharides constituants,
le temps et la température de réticulation. Il a été constaté que certains des groupements
amines de CS sont impliqués dans de fortes interactions intermoléculaires avec les groupes
carboxyliques de CMCOXx, leur réaction avec la ninhydrine était restreinte et les valeurs de
DC des groupes amines étaient dénaturées.

6. Le degré de réticulation augmente avec la croissance du degré d’oxydation de la
carboxyméthylcellulose, tandis que le taux de gonflement diminue.

7. Le degré de gonflement déterminé dans deux milieux de pH différents (pH = 5,5 et pH
= 7,4) augmente lorsque la quantité de CMCOx diminue dans le film, ainsi que lorsque la
valeur de DC des groupes amines diminue. La température de réticulation et le temps de
réticulation des films obtenus influencent significativement sur le degré de gonflement,
obtenant une valeur maximale a la température de 60 °C et un temps de réticulation court (une
heure). Les valeurs de DCamine diminuent avec l'augmentation de la température et du temps
de réticulation. Des valeurs plus élevées du degré de gonflement ont été obtenues a pH = 7,4
par rapport a celles a pH = 5,5 en raison de la présence dans le film de groupes carboxyliques
libres de CMCOx, ce qui provoque de fortes répulsions électrostatiques entre les anions de
carboxylate, et 1'absorption d'une plus grande quantité de solutions aqueuses.

8. L’analyse morphologique de la surface des films par MEB a montré que la porosité et
la rugosité des hydrogels diminuent avec I'augmentation de la quantité de CMCOx dans leur
composition. Plus la porosité des films augmente, le degré de réticulation diminue, ce qui
implique un degré de gonflement plus ¢élevé.

9. La stabilit¢é thermique des films dépend du degré de réticulation. L'analyse
thermogravimétrique a montré que la perte de poids maximale est inférieure pour les
¢chantillons avec un degré de réticulation plus élevé dans le cas du film P3.

10. La curcumine a été incluse dans les films d'hydrogel par la méthode de diffusion et
évaporation de l'alcool. L'efficacité d'immobilisation de la curcumine est élevée, si elle est
initialement dissoute dans l'alcool éthylique qui est ensuite éliminé par évaporation;
l'augmentation de la densité¢ de réticulation de la matrice entraine une diminution de la
quantité de curcumine encapsulée.

11. La cinétique de libération de la curcumine du film et la perméabilité ont été étudices
dans des solutions tampons de pH = 5,5 et pH = 7,4 a travers une membrane de peau de

poulet, en utilisant une cellule de diffusion Franz. Les résultats ont montré que la libération de
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la curcumine a partir des films s'intensifiait a pH = 7,4. Pourtant, a pH = 5,5, il y a une plus
grande absorption de la quantité de curcumine dans la membrane de peau, ce qui rend
l'efficacité de libération totale plus élevée a pH = 5,5.

12. La curcumine chargée dans les films d'hydrogel conserve son activité antioxydante et
le CS contribue a son augmentation. L'obtention de films d'hydrogel a base de CS réticulés
avec des groupes aldéhyde de CMCOx peut étre optimisée pour diverses applications telles
que les applications biomédicales.

13. La stabilit¢ structurelle des hydrogels, leurs caractéristiques morphologiques, les
propriétés de gonflement en milieu aqueux et les performances dans les processus de
libération contrdlée sont influencées par la quantité d'agent de réticulation utilisée a la fois
dans la phase de réticulation. Des quantités plus importantes d'agent de réticulation
augmentent la stabilité structurelle et également la densité de réticulation, en réduisant a la
fois le degré de gonflement dans I’eau, ainsi que la capacité de libération du curcumine
immobilisé car cela provoque une diffusion plus lente du principe actif.

14. Des mélanges de trois polymeres - chitosane, lactalbumine et carboxyméthylcellulose
oxydée dans des différentes proportions peuvent étre réticulés par des liaisons de type base
schiff (-C=N), et les caractéristiques structurelles et physico-chimiques des hydrogels obtenus
sont influencées par le rapport des polyméres. Ayant en vue la présence des groupes amines
dans le chitosane et lactalbumine, ainsi que le fait que la réaction de réticulation se développe
dans un milieu acide, la CMCOx utilisée comme réticulant réagit par 1’intermédiaire de ses
groupements aldéhydes et finalement les matrices résultantes ont une structure complexe,
¢tant de type réseau interpénétrés / interconnectés.

15. Le rapport de I'association de lactalbumine avec la carboxyméthylcellulose oxydée est
un facteur qui influence la densité de réticulation de la matrice, et donc la stabilité, le
comportement au gonflement en milieu aqueux et la capacité de libération de médicament.

16. L'utilisation de lactalbumine dans la composition de la matrice polymere entraine une
morphologie différente, ce qui conduit a une intensification du phénomene de diffusion de la
curcumine dans le processus de libération.

17. Les caractéristiques de gonflement dans l'eau et la quantité de curcumine libérée par
les films d'hydrogels préparés dans différents milieux de pH sont améliorées en réduisant le
degré de réticulation.

18. Les gels obtenus sont de matrices appropriées pour l'immobilisation de la curcumine,
afin d'obtenir des films, potentiellement utilisables pour le traitement de certaines affections

de la peau.

166



Conclusions générales et perspectives

19. Les polysaccharides cationiques sont des candidats importants pour le développement
de matrices pour l'immobilisation de la curcumine, conduisant a de nouvelles formulations
biomédicales.

20. Le profil de libération de la curcumine est spécifique aux films hydrogels obtenus
CS/LA/CMCOx dans deux milieux, un milieu acide simulant au pH de la peau et un milieu
faiblement basique simulant au pH du sang. Le processus se déroule avec une efficacité plus
¢levée dans le pH basique.

21. Les hydrogels obtenus a base de CS, LA et de la CMCOx, par réticulation covalente
peuvent constituer des matrices pour l'inclusion et la libération des médicaments
hydrosolubles, ces processus dépendant de la composition, la nature et la quantité d'agents de
réticulation utilisés.

22. Les tests de stabilité de la curcumine immobilisée a la lumicre et aux pH confirment
que la matrice polymérique des hydrogels obtenus a base de CS/LA réticulé avec la CMCOx
chargé du complexe d’inclusion (B-cyclodextrine/ curcumine) joue un role trés important
dans la protection contre la dégradation du curcumine. La curcumine est protégée de la
photodégradation lorsqu'elle est immobilisée dans des films d'hydrogels a base de
CS/LA/CMCO obtenus par réticulation covalente.

23. En raison de I’immobilisation de la curcumine dans les films hydrogels, la stabilité de
la curcumine en milieu aqueux a ¢ét¢ augmentée et sa dégradation dans les différentes
solutions tampons de pH a été diminuée.

24. Les tests de libération in vitro ont montré que la biodisponibilité de la curcumine était

accrue par rapport a celle de la curcumine libre.

En conclusion, on peut dire que I’ensemble des travaux réalisés au cours de cette
thése, qui ont conduit a D’obtention des films a caractére d’hydrogels chargés des
médicaments, présentent des perspectives d’étre utilisés pour des applications biomédicales,

en particulier pour le traitement de certaines affections de la peau.
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