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Quelquefois, au milieu d’une bataille qui
Semble interminable, le guerrier a une idée
Subite et parvient a vaincre en quelques
Secondes. Alors il pense: “Pourquoi ai-je
Souffert aussi longtemps dans un combat que
Je pouvais régler avec moitié moins d énergie
Que je n’en ai dépensé ?” En réalité, tout
Probleme, une fois qu'il est résolu, parait trés
Simple. La grande victoire, qui aujourd hui
Semble facile, est le résultat d"une série de
Petits succes qui sont passés inapercus. Alors
Le guerrier comprend, et il dort tranquille.
Loin de se culpabiliser d”avoir mis si
Longtemps a arriver la ou il voulait, il se

éiouit de savoir gu'il est enfin arrivé.
']

Paulo Coelho (Manuel du Guerrier de la Lumiere)
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INTRODUCTION

Le souci principal des pharmaciens, il y a quelqigsennies, était de trouver des molécules
actives et d’en réduire les effets indésirableschianie organique de synthese a permis de maitriser
ce domaine et d’élargir I'arsenal thérapeutiquetuditement, rares sont les pathologies organiques
pour lesquelles on ne dispose pas de traitement.

Il reste & mettre au point des formes galéniquespgumettent une bonne observance au
traitement, en diminuant le nombre de prises. Gasiure un certain confort au patient et une
meilleure biodisponibilité des médicaments. Entefileest difficile pour le patient de suivre sans
erreur et sans oubli, une prescription comportan bu quatre prises quotidiennes.

La tache devient encore plus difficile chez lesesujagés caractérisés par des poly
pathologies qui nécessitent a la fois plusieursica$idns.

Les formes a libération modifiée permettent de direr le nombre de prises en gardant des
taux sanguins efficaces, sans déborder vers lesentmtions inefficaces ou toxiques. En effet, en
contrélant la cinétique de libération du principetifaa partir du réservoir médicamenteux, on
contrdle la cinétique d’absorption et par consétjeanore mieux les taux sanguins.

Certains principes actifs, grace a leurs proprigtgagrmaceutiques et pharmacodynamiques
(demi-vie longue, marge thérapeutique large), pganted’obtenir des taux plasmatiques constants
sans précautions particuliéres. Les molécules @odemi-vie est breve et la marge thérapeutique
étroite, nécessitent des mesures tres strictesétBcament doit étre administré a des doses piecis
et a des intervalles de temps réguliers, nécesgtafois un réveil nocturne du malade. Dans ces
cas, la présentation du médicament sous formeb€i@tion modifiée » s'impose. Mais pour qu’'une
molécule soit présentée sous une telle formegdeltesatisfaire a certaines conditions :

« Demi-vie biologique bréve,
* Marge thérapeutique étroite,
* Activité pharmacologique a faible dose,

» Faible métabolisation lors du phénomene du prepassage hépatique.
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Plusieurs moyens sont utilisés pour avoir une étién modifiée, allant de la programmation
de la libération dans le lieu jusqu’a un contrédalvitesse de libératidd].

A cet effet les polyméres biodégradables repréaemtes outils de choix, pour leur usage
dans ce domaine. Leur utilisation est requise la'application nécessite leur résorption, aprés
accomplissement de leur tache. Plusieurs applitatiot été développées pour ce type de polymeéres
dans la chirurgie reconstructive, le cardio-vascg)des systémes de libération de médicaments,
l'ophtalrnologie, etc.

En tant que véhicules médicamenteux, les nancples a base de ces polymeéres
biodégradable, sont dotées de propriétés physicoighes permettant d'incorporer ou de lier des
substances actives. Ce lien conduit généralem&nfaxmation d'une structure capable de protéger
l'agent d'intérét, des conditions et environnenm@stiles du vivant. De plus, elles permettent @'étr
utilisées d'une maniére ciblée. C'est-a-dire, qasenanoparticules sont capables de se dégrader dans
un environnement précis, la ou la libération dsubstance active est requise dépendamment de leur
structure et propriétés. Parmi les polymeres bicatiaples, le chitosane un polysaccharide versatile
a fait I'objet de plusieurs études pour ses pahkndi'utilisation en biomédical, son origine natigr,
sa disponibilité et sa biocompatibilité susciteintérét de plusieurs chercheurs pour des appicsti
pharmaceutique$2].

La tobramycine est un antibiotique de la classead@gosides traitant les infections oculaires
causées par les germ@seudomonas aeruginosa, Proteus species, E.coli, Klebsiella, Serratia,
Citrobacter, Staphylococcus aureus, Enterobacter et d’autres micro-organismes. Ce principe facti
qguand il est présenté sous forme de @&llyir contient 25-5@d/goutte, mais apres instillation
uniquement 10 a 2% qui sont retenues par la conjonctivite et Ienflacrymal. Au bout de 5min, il
en reste que 20% de la quantité administrée, tmistdfautre fraction est lavée par les larmes,
balayée par les paupiéres puis évacuée par les laggymales, ou la perméabilité des canaux la
conduit finalement dans les fosses nasales. Deaitge gour compenser la diminution de la
biodisponibilité du principe actif en question, gikurs prises du médicament par jour sont
nécessaires. Dans cette optique, la possibilitéoiaecours aux systémes a libération controlée, p
incorporation de la tobramycine dans un polymémdd®gradable, surtout ne présentant aucune
toxicité pour I'ceil vue sa sensibilité, le choix dinitosane est crucial; car en plus de sa
biodégradabilité, sa biorésorbabilité, sa non fitkiet surtout son effet bactériostatique, il pnése
une propriété tres intéressante qui est sa muceaité A cet effet, plusieurs formulations a effet
prolongé tobramycine/chitosane, ont été élaborars de travail comportant les parties suivantes:
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La premiére partie est consacrée a la recherchiodpidphique, ou on a rassemblé des
généralités décrivant les difféerents systemes lerdiion des principes actifs, le chitosane et la
tobramycine.

Dans la deuxiéme partie, nous exposons le matdtiledé dans le cadre de cette étude et les
différents protocoles expérimentaux ainsi que Iéshwdes d’analyses qui sont largement détaillés
pour une bonne quantification des résultats obtenus

La troisieme partie comporte la présentation etliszussion des différents résultats obtenus
concernant :

- La caractérisation physicochimique du chitosanet{stisé et commercial) et le principe
actif, ainsi que I'étude antibactérienne,

- Etude de la cinétigue de libération de la tobramgcfantibiotique) dans des conditions
simulant I'environnement physiologique du compaeithoculaire des différentes formulations a
effet prolongé, élaborées a base du chitosane &yantle et commercial solubilisés a deux pH 5 et 6
dans l'acide acétique a 1%, afin de mettre en é@celdes facteurs qui influencent le mécanisme de

libération de la tobramycine.
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CHAPITRE I: CONCEPTS DE BASE DES SYSTEMES A LIBERATION
CONTROLEE

l. Les systémes a libération controlée
.1 Historique

En médecine humaine, la recherche sur les systarieération contrblée a commencé sous
forme de curiosité vers la fin des années 60 peuewir, de nos jours, un domaine majeur et une
véritable industrie 3]. Pendant les trois dernieres décennies, la relcbelans le domaine de la
libération controlée de médicaments s’est beauamnrentrée sur la maitrise de la vitesse de
libération d’'un agent thérapeutique pour maintel@s concentrations sériques efficaces d’'un point
de vue pharmacologique et ce pour une périoderdpst@rolongééd]. De nos jours, la technologie
en libération controlée est capable d’obtenir degtiues d’ordre zéro sur de longues périodes.
Certains systemes ne permettent la libération dimédicament, que dans les conditions
physiologiques environnementales caractéristiquespweofil pathologique vis€[5]. Parmi les
premiers systemes implantables a libération caoggrdhis sur le marché en médecine humaine, on
retrouve d’'une part un implant a base de silicoNerglant®) contenant du Levonorgestrel,
molécule de contraception chez la femme, et d’gouére, un implant PLGA contenant un agoniste
du facteur de libération de I'hormone lutéinisafitilRH) pour le traitement du cancer de la prostate
[5,6].

D’un point de vue général, la croissance exponigmtike I'industrie des polymeéres apres la
deuxieme guerre mondiale, a permis la découverteodgreux matériaux avec des propriétés fort
intéressantes. Cependant, une approche scientpigsgudicieuse est actuellement appliquée avec

une conception de polymeres spécifiques aux apipliicabiomédicales visé¢s].

|.2 Définition

Le terme 'libération soutenue" a été constammetilisél pour décrire les formes
pharmaceutiques formulées pour prolonger la lib@mat'un agent thérapeutique. D'autre part, le

terme "libération contrblée” implique une prédiatiet reproductibilité de la cinétique de libération
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d'un PA[8]. Le terme "libération contrélée" a, cependant, ssi@vent utilisé pour référer a une

libération soutenue.

Par définition, le role d’un systeme a libératimnizdlée est de délivrer la bongeantité
d’un principe actif au bon endroit et au bon momé&int effet, lavoie et le mode d’administration, la
durée et le site d'action de l'agent sont autantfaldeurs a considérer. En fait, la maniere
d’administrer un principe actif est aussi imporéaqtie le principe actif lui-méme. Augmenter la
sélectivité du site d’action permet d’éviter principe actif de devoir traverser plusieurs baese
biologiques avant d’arriver a sacepteur. Ces barrieres peuvent étre la muqueusstinale
(tractus gastro-intestinal), les protéines plasqu&s I'élimination par voie lymphatique, 'effet de
premier passage hépatique ou encorebdariéere hémato-encéphalique. D’'un point de vue
pharmacocinétique, avec une formulation conventtianla molécule est libérée immédiatement
entrainant un pic sérique élevé voire toxique. Easua concentratiordécline plus ou moins
rapidement en fonction du métabolisme de la mo&coé qui peutonner lieu a une période
d’inefficacité jusqu’a 'administration suivante goédicament ou imposer son administration a un
rythme inadapté au patient, mettant en péril leiseii la réussite du traitement. Le seul moyen
d’éliminer les pics et les creux des concentratiglhsmatiques d’'une thérapgienventionnelle, était
une perfusion intraveineuse permanente, méthodeldoat onéreuse. Par contre, un systeme a
libération contrélée permet de maintenir la coneitn sérique d’un principe actif, incluse dans sa
marge thérapeutique sur une longue période et awmec seule administration. Les nombreux
systemes libération contrblée jusqu’a maintenant comméis@a sont administrés essentiellement

par voie orale ou transdermiql$d.

|.3 Vitesse de Distribution

Le profil de distribution donné par un systemeibérhtion contrélée peut varier de maniere

considérable. Cependant, la majorité des profilbdeation peuvent étre classés selon trois types

a) Dans le cas le plus simple, la vitesse de libénatiste constante jusqu'a ce que le principe
actif (PA) s'épuise du dispositif. Mathématiquemdatvitesse de libération dMt du systéme est

donnée par :
dMm, _

dt
Ou k est une constante, t est le temps, eedll la masse de PA libéré. Ce type de libération

s'appelldibération d'ordre zéro.
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b) Un second type de cinétique de libération assezraomest la libération de premier ordre. La
vitesse de libération est dans ce cas proportimrel la masse du PA contenue la forme

pharmaceutique. La vitesse de libération s'expédfaes par:

dMm,

=K(My = M,) e, [2]

Ou Mo est la masse du PA dans le dispositif au $erd@po. Ainsi pour la libération de premier ordre,

la vitesse diminue exponentiellement en fonctionaps, jusqu'a I'épuisement du PA.

c) Le troisieme profil de libération, nommé souvertétiation racine carrée du temps’?
correspond a une libération de PA proportionnelléa aacine carrée du temps. La vitesse de

libération est alors définie par :

dM, :L ................................. [3]

dt 4t

l.4 Avantages et inconvénients de la libération cdrdlée

Les systemes a libération contrdlée offrent desitagges majeurs comparés aux formulations
conventionnelles qui délivrent tout le PA sur unerte durée de temps, néanmoins elles regroupent

guelques inconvénients.

1.4.1 Avantages de la libération contrélée

1.4.1.1 Niveau plus constant du PA

Un avantage de I'administration contrélée pelwg épprécié eexaminant la figure 1. Dans
cette figure, les taux plasmatiques d'un PA sontidéen fonction du temps, suit a I'administration
d'une formulation conventionnelle. Typiquementteswd I'administration du PA, la concentration
augmente rapidement au début jusqu'a un maximumivieau diminue ensuite lentement a cause du

métabolisme, de I'excrétion ou de la distributisaulaire du PA.
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Trop de principe actif
(Surdosage) Concentration
toxique

Concentration plasmatique

Concentration
minimale effectiv

Trés peu de

Sous dosa
( g principe ctif—

Temps
Temps de dosage

Figure 1 : Profil typique dans I'environnement de la concetraen fonction du temps

pour un PA libéré a partir d'une fianlation conventionnellgl0]

Dans la figure précédente, deux importants nivedexconcentration sont illustrés: la
concentration minimale effective et la concentratitoxique, au dela de laquelle des effets
secondaires indésirables se produisent. Par coasgqu est trés important de garder la
concentration du PA entre le minimum effectif ehieeau toxique. Un tel contrble est difficile avec
les formulations conventionnelles a cause des pmoés de surdosage et sousdosage qui y sont
associés. Le rapport entre les niveaux effectiftetique est connu sous le nomindex

thérapeutique (IT), défini par :

"~ Concentration effective minimale

Les systemes a libération contrélée offrent la ipdgé de contourner les problemete
surdosage et sous dosage. Ces systemes peuvenbi@tes pour que la vitesse de libération du
médicament suive de prés sa vitesse d'éliminafibeewes et Bayneont quantifié ce concept a
laide dellndex de Dosage (ID), défini par le rapport de la concentration maxena la
concentration minimale durant un cycle de do4adé

_ Concentration maximale par cycle de dosage 5]

ID = _ —
Concentration minimale par cycle de dosage

Un systeme a libération contrdlée bien congu doiorsa avoir le plus faible ID

possible, certainement plus faible que l'indexapéutique du PA.
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Une comparaison de la fluctuation du niveau de oaédent et de ses effets secondaires sur la
vision, entre un systeme a libération controléenet médication conventionnelle a gouttes oculaires
est illustrée a la Figure 2Une diminution significative de l'incidence dedets secondaires est

clairement observée avec le systeme a libératiatr@eée.

1 1
o .
1 P -
2 r Forme a +
o 2 . .
o T 3k libération
G a | 1 T T t:;;
£ = ) S 4k controlée |
o8 Forme o
= conventionnelle = 1
© c o
ca84r ~ < 6 L
o °©° -
= O e, .
© Forme a libératior , L Forme
F= ) Al Z . -
§ = ’r controlee - conventionnellg
§E
(@]
O ®©
0 L 1
° 2 4 ¢ o 2 4
Temps (h) Temps (h)

Figure 2 : Comparaison de la fluctuation provoquée par un meient et de ces
effets secondaires sur for, entre un systeme a libération

contrblée et une médicationvantionnelle a gouttes oculairgi?]

1.4.1.2 Utilisation plus efficace du PA

Un systéme a libération contrélée libere gdleénent le PA & des niveaux
approximativement constants. Considérons, par ebeilepcas d'un PA contenu dans une forme
conventionnelle a libération immédiate qui s'élimselon une cinétique de premier ordre. La figure
suivante illustre la variation de la dosg/M. en fonction du temps de demi-vie pour ce systeme.
Ou My est la masse du PA dans le dispositif a tempsetdvia est le niveau minimal effectif du PA.

Le graphe montre qu'un systeme a libération caodrébt toujours plus efficace qu'une dose simple.
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20

Forme
conventionnelle

Forme a libération
j contrblée

2 4 -]
Temps de demi-vi¢,,,
Figure 3 : Comparaison de la dose effective de PA en fondtiotlemps de demi-vie

entre un systéme a libérationta@ge et une formulation conventionnelle
[12]

1.4.1.3 Administration moins fréquente

Une diminution de la frequence d'administrationnmé&n général a une amélioration du
confort du patient comme, par exemple, lors deetmaents préventifs de longue durée contre la
récurrence de maladies. Certains exemples d'awwmtdgs systemes a libération controlée sont

illustrés sur le tableaul.
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Tableau 1 :Exemples d'avantages des systemes a libératidanbtem

Médicament Avantages
Lévodopa Elimine les mouvements involontaires reliés a lagbogie.
Nitroglycérine Diminution de la dose requise et réduction de égudence et

intensité des crises d'angine.

Aspirine Elimine l'irritation gastrique et I'érosion.
Sulfate ferreux Elimine lirritation gastrique et I'érosion.
Amnophylline Elimine lirritation gastrique et I'érosion.

Chlorure de potassium Elimine l'irritation gastrique et I'érosion.

Chlorure de sodium Elimine nausée et vomissement.

Scopolamine Réduit les effets secondaires tels que la sécleerbascale
transitoire.

Procainamide Elimine le besoin d'un dosage toutes les 3 h, séaes pour

prévenir des fluctuations plasmatiques > 50%.

[.4.2 Inconvénients de la libération contrblée

L'utilisation des formes a action prolongée congarertains inconvénients tels que la
difficulté d'interrompre instantanément le traiterhen cas d'intolérance ou d'intoxication, le resqu
de surdosage du a un mauvais usage (masticatioyade, etc.) ou a un défaut de fabrication (par
exemple, systémes réservoirs), les colts élevédabecation, et la possibilité réduite d'un

ajustement des dosgdL)].

1.5 Principes actifs utilisés pour les systémes #oération contrdlée

Une littérature détaillée dans ce domaine monti® gjusieurs principes actifs peuvent étre
formulés dans des polyméres comme systéemes atldénarolongée, il s’agit généralement des
molécules dont la thérapie curative nécessite tiligation a long terme du principe actif, ou ereor
celle qui perd son efficacité thérapeutique suile dégradation ou a la dénaturation causée par
l'acidité et les enzymes des fluides gastro-intestk. D’autre type de molécules fait appelle au
systeme a libération dite ciblée, se sont généemiéndes principes actifs qui nécessite la

10
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vectorisation de la molécule pour une applicatidmée au niveau des récepteurs pathologiques, les

médicaments les plus en vogue pour ce type d’agtjmit sont les anti-cancéreux.

Une large étude a montrée que plusieurs travatiéténconsacrés pour ce type de systéeme,
on trouveVeena B.V qui s’est intéressé a l'incorporation de la cadédans une matrice a base
d’amidon[13]. Conti S a étudié la diffusion du Diltiazem HCI mélangé & unatrice de polymére
composée de I'hydroxypropylméthylecellulose (HPME&Y) dérivé de cellulose ioniqul4].
Proikakis C.S un autre auteur qui a contribué a I'étude des mseees de relargage de principes
actifs de différentes natures (Propanol HCI, Digtafc sodique, Acide salicylique et Sulfasalasine)
meélangés au polyacide lactiq[ib]. Schierholz J.M a travaillé sur I'encapsulation du chlorhydrate
de metformine de la classe des hypoglycémiant angclodéxtring16] etldrissou Y a utilisé le

polyacide lactique pour son encapsulafibri.

|.6 Facteurs influencant le développement et la pesrmance d'une forme pharmaceutiquea

libération soutenue ou contrblée
[.6.1 Volume de la dose

Un probleme tres fréquent lors du développemamedforme pharmaceutique a libération
soutenue est le volume de PA qui doit étre adménidtes principes actifs a dose orale simple de
plus de 0.5 g sont considérés comme de mauvaisdedsigbour la libération contrdlée par voie orale
[18] & cause du large volume de la forme pharmaceuéigéaliser.

1.6.2 Solubilité dans le milieu aqueux

Les extrémes dans la solubilité aqueuse d'un PAaoménéral peu souhaitables lors de la
préparation de formes a action prolongée. La ramumcipale de cette restriction est reliée a fa
vitesse de dissolution du médicament. Un PA failleinsoluble dans I'eau présente des problemes
dans la conception d'un systeme a libération cli®rfpuisque la disponibilité du PA sera déja
contrélée par sa vitesse de dissolution. Dansiosrtas, la diminution de la taille des particudes
moins de 1 micrometre, a permis une augmentatignifgiative de la vitesse de dissolution de
principes actifs peu solubl¢$9], rendant probablement leur incorporation dansfarmae a action

prolongée plus avantageuse. Dans d’autres cagjs& cbune vitesse de dissolution trés élevée, les

11
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médicaments tres solubles dans I'eau peuventiffiicdes a controler et/ou prolonger leur viteske

libération, a partir de formes a action prolongée.

1.6.3 Coefficient de partage

En général, les médicaments a trés haut coeffidenpartage (c.a.d, trés liposolubles) vont
pénétrer facilement les membranes du corps praduisae accumulation dans les tissus, suivie
d'une élimination lente. Une autre possibilité st le PA reste localisé dans la phase lipidique du
tissu, puisqu'il doit traverser des barrieres husiés et aqueuses lors de son passage a travers les
tissus. Dans les deux cas, un systeme a libératintrdlée parait peu utile pour ce type de PA. Par
exemple, les phénothiazines sont une classe deaPa#ctérisés par de trées hauts coefficients de

partage, ont tendance a persister dans le corpsupedongue période de tem§)].

1.6.4 Temps de demi-vie biologique (k)

Le temps de demi-vie, et par conséquent la dumsaiah d'un médicament jouent un réle
majeur lors de la considération d'un PA comme ahatdbour la libération contrélée. Les facteurs
influencant le temps de demi-vie d'un PA inclueot profil d'élimination, de métabolisme et de
distribution. La majorité des médicaments ont uemidvie d'excrétion variant entre 1 et 20 heures.
Les formes a libération prolongée paraissent téssrables comparées aux formes conventionnelles
a libération immédiate, pour l'administration de &A&ourt temps de demi-vie, puisqu'ils permettent
un dosage moins fréquent. Cependant, pour un nméditiaa trés courtt, la vitesse de libération
nécessaire, pour maintenir des taux plasmatiguasvement constants, va étre plus élevée. Si le
seuil thérapeutique et la durée prévue de libératant assez élevés, la taille de la forme a lilmdra
contrblée, requise pour incorporer cette dose,tsepagrandg18].

D'autre part, il existe peu de raisons pour prépdes formulations a libération contrélée pour
des PA a longs temps de demi-vie biologique, ptilsgxiste peu ou aucun avantatprapeutique
pour ces produits, par rapport aaemprimés ou capsules conventionnels. Un exempleéelde
meédicaments, est la phénylbutazone qui a cause damplexation importante du PA aux protéines,

a un taux de métabolisation relativement lent,dquine uni, d'environ 72 heures.
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1.7 Aspect fondamental de la libération contrblée

1.7.1 Les polymeres dans les systémes a libératioontrélée

Pour la réalisation de formes pharmaceutiquedérdtion contrélée, on fait appel dans la
majorité des cas a des matériaux de nature polgm&riCes composés sont synthétiques, semi-
synthétiques ou naturels. Le role joué par le pélgvarie en fonction du mécanisme de libération

et de la forme médicamenteuse.

Pour convenir a la réalisation d'une forme a lib@énacontrolée, le polymere doit répondre aux trois
exigences générales suivantes:
a) |l doit présenter certaines caractéristiques dérdition du PA en relation avec les propriétés
physico-chimiques de ce dernier et les exigencasnpdcocinétiques ;
b) Il doit posséder une résistance mécanique suféspotir permettre lI'administration de la
forme médicamenteuse et le maintien de son in&gtitcours du traitement ;

c) Il doit étre compatible avec les muqueuses eidssdg récepteurs.

|.7.2 Principes du transport a travers un réseau plgmérique

Une membrane peut étre définie comme une integphai limite le transport de différentes
substances entre les phases. L'absorption corsptanpénétration d'une molécule dans I'épaisseur
de la paroi polymérique. Le mouvement des molécalesein de la matrice polymérique est appelé
diffusion. Pour la plupart des PA, destinés abaration controlée, leur vitesse de diffusion an se
du systéme représente I'étape limitante de la enidiesposition. En fonction de la nature ou de la
structure du PA et du substrat, cette diffusiorea tans le matériau polymérique méme ou dans le
liquide imbibant les pores, dans le cas d'un supperte poreux. La vitesse et l'importance de la
diffusion sont déterminées par le coefficient deiggge polymere-milieu externe (état d'équilibre) et

le coefficient de diffusion (cinétique de pénétrajidu PA dans le polyméfel].

1.7.2.1 Principe général du phénomene de transport

Le phénomeéne de diffusion moléculaire peut ééfndcomme un processus de transfert de
masse de molécules d'un soluté, sous l'effet dwement engendré, par I'existence d'un gradient de
concentratio21]. Le transport de matiéres par diffusion a trawers barriere a été quantifié par
Fick dées 1855. La premiéere loi s'applique a lauditin unidirectionnelle en régime constant ou

stationnaire ("steady state"), et elle s'exprime pa
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M, b, € [6]
Sd dx

J=
Ou:

J: représente le flux de matiére diffusante (maté& ou g/cris), c'est-a-dire la vitesse de
transfert d'une masse de soluté (dM/dt) a traveesbarriére d'une unité de surface,

Dp: est le coefficient de diffusion (éfm), qui est une mesure de la mobilit¢ des molécule
individuelles dans la membrane,

C: est la concentration du soluté (gfcou mole/cr),

x: correspond a la distance de diffusion.

Le signe négatif signifie que le vecteur flux Jrasens opposé au vecteur gradient de concentration

dC/dx.

1.7.2.1.1 Coefficient de diffusion de molécules dares polymeres

La diffusivité ou le coefficient de diffusion esh facteur inhérent a une substance, pour une
température et un milieu donnés. Le coefficientddieision dans les liquides est peu influencé par
la masse moléculaire de la substance, et peuéétitaé a partir de I'équation 8¢okes Einsteinqui

relie D a la viscosité de la solutign

a: est le rayon hydrodynamique effectif de la paté sphérique,

T: est la température (K),

et k est la constante de Boltzmann.

Dans un réseau polymérique, la taille moléculainena influence beaucoup plus marquée sur la
diffusivité de la particule, et son effet varie femction du type de polymere. En fait, une mobilité
des chaines macromoléculaires est nécessaireppouettre le passage d'une molécule a travers un
réseau polymérique. Un nombre plus élevé de segndenthaines doit se réorienter, pour permettre

le passage de molécules de rayon hydrodynamiqué pée rapport aux molécules de faible taille.

1.7.2.1.2 Relation entre structure polymérique et rdcanisme de diffusion

Il existe trois mécanismes qui peuvent étre a#nés, pour expliquer le relargage d'une
molécule dans un réseau polymérique. lls sontrfuete dépendants de la nature du principe actif et
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plus particulierement de propriétés structuralespdlymere tel que son taux de gonflement, la
vitesse de gélification et son comportement dafiisilde physiologique. Ces mécanismes sdlalil

R [22] sont comme suit :

1. Diffusion fickienne: La diffusion du principe atta eu lieu par solubilisation (ou de
partage) de la molécule, dans le polymére suivie gaadiffusion le long et entre les chaines
macromoléculaires du polymere.

2. Diffusion non fickienne: Dans ce cas le principtifgpasse a travers les pores remplis d’eau,
celle-ci formées lors du gonflement du polyméreganiveau le principe actif s’hydrate avant méme
de diffuser au milieu environnant. Ce mécanismeapptlé aussi diffusion par transport (cas Il) qui
fait référence a I'état de relaxation-gonflemenpdilymere.

3. Relargage du principe actif par érosion du polyner
Il est possible également que le relargage du iperactif soit moduler par les trois mécanismes.

La prédominance de l'un des deux mécanismes desidiff, dépend de la morphologie du systéme et
des caractéristiques du polymere et de la subs@iffasante.

Dans les systémes polymériques macroporeux, @otdille moyenne des pores est assez
élevée (> 50 nm), le transport du soluté se fajpritairement dans le liquide remplissant les pores
Ce type de pores est présent par exemple dansakeiges inertes classiques a libération prolongée,
préparées par compression et dans d'autres mamtickessoluté est tres peu soluble, ainsi que dans
les enrobages classiques insolubles (par exemiblglcéllulose). Bien qu'on puisse observer une
diffusion, le transport par convection reste le améeme de libération ou de passage des PA le plus
important. Le processus est en grande majoritér@énpar la taille et la distribution du réseau
poreux ainsi que par la tortuosité du trajet acttfer par la molécule.

D'autre part, dans les systemes mésoporeux (2 diamnsétre moyen des pores < 50 nm) ou
microporeux (diamétre moyen des pores < 2 nm)jffasibn se fait essentiellement dans I'espace
inclus entre les chaines polymériques. Cette ddfusest affectée par les interactions
thermodynamiques soluté-polymére (définies par defficient de partage K), par la structure
(ramification, longueur moyenne des chaines, rktimn, état vitreux ou caoutchouteux ...) et la
nature (hydrophile, hydrophobe ou amphiphile) diymeére. Deux types de systemes peuvent étre
distingués:

a) Les systemes hydratés ou la diffusion a lieu sanisde liquide interstitiel, soit dans la trame

polymeérique, en fonction de la lipophilie du soluté

b) Les systemes hydrophobes dans lesquels le solititéedeolubiliser pour pouvoir diffuser.
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Un modele théorique purement empirique a été ppasPeppas et al [23] celui-ci donne
les différents mécanismes du relargage du prinagid en fonction du temps. Cette expression
décrit la cinétique de relargage pour une fractibérée de principe actif <60%. Ce modéle est
proposé dans le but de déterminer la loi qui régitinétique de relargage dominante quand ce
dernier est modulé par les différents mécanisniés auparavant :

M,
M

00

F(E) =t S KE™ e [8]

Ou f(t) : Fraction du principe actif libéré emttion du temps,

k . Constante décrivant les propriétés structisradt géometriques des microparticules du
polymere,

n : Exposant décrivant le mécanisme de relargagpeut étre fickien ou non fickien,

t : Temps de relargage du principe actif.

1.7.2.1.3 Coefficient de partage

L'affinité relative du soluté pour la phase poéfique et la phase liquide, peut avoir un effet
significatif sur la cinétique de libération. Cesi@ubilité relative du principe actif dans chagage

peut étre définie par:

+<=§>él._”“_”“_”“_”“_”“_”“_.p]

Ou K est le coefficient de partage reliant la gitérde soluté dans la phase solide a la quargité d
soluté dans la phase liquide; Cs gt@respondent respectivement a la concentrati@gailibre du
soluté dans le polymere et dans la phase liquide.

Le coefficient de partage K peut étre lié aux pertes thermodynamiques du phénomene de
partage par la relation:

—AH L AS e [10]
2303RT  230R

logK =

OuAH° etAS® sont les variations d'enthalpie et d'entropieaus du processus de transfert.

1.7.2.1.4 Diffusion dans les polymeres hydragé

La diffusion de substances dans un gel hydrapinés inter macromoléculaires physiques
et/ou chimiques, peut étre expliquée par la thédwiévolume libre". Cette théorie est basée sur la
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probabilité qu'une molécule trouve localement agBegpace pour diffuser entre les segments des
chaines macromoléculaires. Cette probabilité autgrerec une diminution de la taille de particule.

D'autre part, la théorie du "volume libre" prévaussi un facteur de distribution
dimensionnelle des trous qui agissent comme deis tiaee a la diffusion de substances a taille de
particule assez élev§2l].

La diffusion se fait a l'intérieur de pores flughts, qui se créent constamment par la
redistribution du volume libre du gel polymériqugui est considéré homogéne au niveau
macroscopique. Si on considere que cette diffugibasoin d'énergie pour étre activée et qu'autfur e
a mesure, le soluté et les chaines de polyméresegtburent acquiérent assez d'énergie, appelée
énergie d'activation, les molécules se déplaceramie série successive de positions d'équil@jre
Ainsi, on s'attend a ce qu'une variation de tenmpegaaffecte la cinétique de diffusion d'un solaté
travers un réseau polymériqgue. Ce processus desuiff, dépendant de I'énergie, peut étre
représenté par la relation d'Arrhenj8%

—E,/RT
Dy =Dge L [11]

p

Ou D, Coefficient de diffusion du soluté dans le réspalymeérique,
Do: Facteur indépendant de la température ayanétae unité que )
Eq: Energie d'activation pour la diffusion dans letymeres,

R : Constante des gaz parfaits,

T : Température en degré kelvin.

1.7.3 Matrices hydrophiles a base de polysaccharide pour libération prolongée de

médicaments

Parmi les polyméres hydrophiles on distingue delysaccharides qui sont tres populaires
dans la formulation de formes pharmaceutiques [@oliipération prolongée de médicamemarmi

cettelargegammede polymeres naturels ou semi-synthétiques, owvérou

A. Les éthers de cellulose

L'excipient le plus étudié est I'nydroxypropytimd@cellulose (HPMC). La HPMC est un
polymere hydrophile non-ionique préparé par tragente la cellulose provenant de la pulpe de bois
ou des fibres de Cotton avec des produits alc&iirsvec de I'oxyde de propyléne. Le nombre de

substituant par unité est connu par le degré detitwiion (D.S.). Le nombre de substituants
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détermine les propriétés des différents produitdH&MC. La viscosité du polymere est utilisée
comme indication de sa masse moléculaire, et ugmentation de la viscosité du polymére dans
une formulation matricielle augmente la viscosigdalcouche gélifiée.

L'avantage essentiel de formulations hydrophilasées sur I'HPMC est l'indépendance de la
libération du PA de variables telles que la foreecdmpression, la taille des particules du PA et la
nature des lubrifiants utilisés dans la compressidors que la force de compression a peu d'effet
sur la vitesse totale de libération du médicamelte, peut influencer le stade initial d’hydratatibe
systemes a base de HPMC. L'augmentation de laiffbreagendre une augmentation de la vitesse
de pénétration d'eau, mais affecte peu la vitesggpdflement et d'érosion des matrices.

La libération d'un PA soluble a partir de tels egsts est controlée en général par I'érosion de la
couche externe gélifiée ainsi que par la diffugslarPA dans la matrice hydratée. La formation d'une
couche externe gélifiée au contact du milieu aquesixun aspect essentiel pour ralentir la vitesse d
libération de PA incorporés dans des matrices ddElFDans le cas de PA solubles, la diffusion est
le mécanisme essentiel de libération. Dans certaaou le PA est peu soluble, et en fonction du
type de polymere, la vitesse de dissolution du B agir comme étape limitante, et des profils de
libération quasi-linéaires sont souvent obtenus.

Alors que la libération de PA est uniquement inficee par de I'HPMC a haut poids moléculaire la
solubilité du PA peut significativement influendes propriétés de gélification de matrices dHPMC.
Une augmentation de la solubilité du PA cause wigenantation de I'épaisseur de la couche gélifiée
et un raccourcissement de la durée de libératiompzie[24].

Les applications de I'HPMC dans la libératimmtcdlée de médicaments pharmaceutiques
sont tres variées. Parmi ces applications, legrdifits grades d'HPMC sont largement utilisés dans |
formulation de systémes matriciels simples ou atiomches (Geomatrl¥) préparés par
compression ou par enrobage par évaporation darg¢iQ].

B. Les amidons thermiquement modifies

Le faible colt de ces produits a suscité un &tgour leur utilisation comme excipients pour
matrices hydrophiles. Les amidons thermiquementifiégdsont généralement préparés a partir
d'amidons, contenant de 0 a 75 % d'amylose, patigiéation directement suivie par un procédé de
déshydratation thermique.

Une nouvelle génération de systemes a libérationr@lée de médicaments, activée par le
solvant, a base d'amidons prégélatiniségantroduite pafe Wierik et al [25]. Le produit, préparé

par dégradation enzymatique suivie par la prédipitade I'amidon de pomme de terre, a une large
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surface spécifique et une bonne compressibilit&. [@efils de libération constants de théophylline
ont été realisés méme pour des taux d'incorporat@i®A relativement élevés (jusqu'a 75%). La
force de compression, la géométrie du comprimé,tdes d'incorporation de PA ainsi que la
présence d'excipients solubles influencent lesiprdé libération de PA (tels que l'acétaminophéne

la théophylline et I'nydrochlorure de procainekpétip de ces systemes.

C. Le chitosane

Le chitosane est un polysaccharide cationiqueurelt |l a été démontré qu'il agit
effectivement comme matrice hydrophile pour libéraprolongée en milieu acide. Cependant, dans
I'eau ou dans le jus intestinal simulé, les madribe chitosane se désintegrent, causant une ldrérat
rapide de médicament.

Les propriétés de solubilité du chitosane dépendenpH et sont dues a la présence de
groupements amines libres dans le polymére. L'siafud'un faible pourcentage d'acide citrique a
permis une libération soutenue quelles que soentdnditions du milieu et pour un faible taux de
chitosane (moins de 50 9%26]. D'autre part, des hydrogels lyophilisés a basehimsane-poly
(oxyde d'éthyléne) ont été congcus comme systemefagtes pH-dépendants pour la libération
localisée de médicaments au niveau de l'estomag.s@&temes, synthétisés par réticulation du
chitosane avec du poly (oxyde d'éthylene), gonfeamtiron dix fois plus dans le milieu gastrique
acide (pH 1.2) que dans le fluide intestinal (p&) 710].

D. Lagomme xanthane

La gomme xanthane est largement utilisée commet agpaississant dans l'alimentation et a
été nouvellement ajoutée a la liste des systemésciabs hydrophiles. La gomme xanthane montre
une dépendance assez significative a la vitesgéallan dans le test de dissolutionvitro. D'autre
part, la libération de PA a partir de matrices lopthiles de xanthane est aussi influencée par ¢z for
ionique du milieu. L'interaction de la gomme xamihavec les gommes galactomannanes est aussi
connue depuis plusieurs années. Cette combinaisbnutdisée pour préparer des matrices

hydrophiles pour une libération controlée par \aie[10].
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E. Lagomme Guar

La gomme Guar est un galactomannane composé gillattose sur chaque unité de
mannose, avec un rapport d'environ 2: 1 (mannaseipse). Etant un produit naturel, la gomme
Guar peut contenir, en plus du galactomannaner@nv80 %), une variété d'impuretés, y compris
de l'eau (12 %) et des protéines (5 %). La gommar Giydrate et gonfle rapidement dans de I'eau
froide formant une dispersion colloidale visqueusemasse moléculaire de la gomme Guar serait
d'environ 1 a 2 millions.

Dans le domaine pharmaceutique, la gomme Guartiéiste comme agent liant et délitant
dans les comprimés, comme agent viscosifiant, ajus comme adjuvant pour la libération
contr6lée de médicaments. La formation d'une cogéliéée externe permet le prolongement de la
durée de libération de PA a partir de matrices dmrge Guar. La couche gélifiée n'est pas,
cependant, aussi épaisse que celle d'autres pasgrhgdrophiles, tels que I'hydroxypropylcellulose.
Les propriétés de gélification des matrices de gen@nar sont affectées par la force ionique, la

force de compression, le degré de branchementappeort polymere:PAO].

F. L'amylose réticulé

L'amylose est un matériau polymérique ayant ghgdications tres variées. Il représente la
partie non ramifiée de I'amidon avec une masseaulalige entre 100 000 et 500 000 Daltons. Il est
formé d'unités de-D-glucopyranose jointes les unes aux autres matigisons 4.

Par précipitation sélective de I'amylose a pasiisdlutions ou de suspensions aqueuses d'amidon, il
est possible d'obtenir de I'amylose purifie.

L'amylose réticulé a été introduit au début desasr®0 sous le nom de Contramid® comme matrice
polymérique hydrophile pour la libération contrétieEmédicaments.

Le polymeére est obtenu par la réticulation dmin a haute teneur en amylose (environ 70
% d'amylose p/p) avec des agents de réticulates,que I'épichlorhydrine et le trimétaphosphate
trisodique pour former une structure tridimensidleeD'autre partI’AR est un polymere semi-
synthétique biodégradableg-amylase reconnaissant 'AR comme substrat esbt@péhydrolyser
les liaisonsa-1,4. Ainsi, en incorporant d-amylase au sein de matrices d'ARest possible de
moduler le profil de libération de PA.

Les comprimés d'amylose réticulé préparés par oesspn directe sont a I'état vitreux. Au
contact du milieu aqueux, les matrices gonflemificativement et liberent le PA graduellement en
fonction du temps. La Libération peut se prodsiteune longue durée de temps (jusqu'a 24 h). Il a
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eté observé que le temps de libération d'un PArdieni avec le degré de réticulation des granules
d'amylose réticulé utilisés dans la préparatiodadeatrice hydrophile. En plus de son utilisation
comme matrice pour la libération contrlée de meadients, amylose réticulé a été introduit comme

agent liant et aussi délitaji0].

1.8 Différents systéemes a libération prolongée eelrs mécanismes de relargage

Les mécanismes de contréle de libération les phreamuns agissant dans les systemes

polymériques regroupent un ou plusieurs des prascguivants:

» Systemes contrélgsarla diffusion.
» Systemes osmotiques.

» Systemes biodégradables.

1.8.1 Systemes contrélés par la diffusion

Le contr6le de la diffusion d'un principe actif artir de tels systémes est assuré, soit par un
support polymérique dans lequel le PA est dispetsélissous (systemes matriciels), soit par une

barriére polymérique entourant un réservoir de 8Atémes réservoirs).

1.8.1.1 Systemes matriciels

On peut distinguer principalement deux catégoresystémes matriciels:
- Les systemes matriciels non gonflables. Ils regeotipes matrices homogenes et les systemes
matriciels inertes hétérogéenes.

- Les systemes matriciels gonflables.

Principe actif dissout ou dispersé

dans la matrice polymé . o _
Diffusion du principe actif

Temps () Temps (t
Figure 4: Diffusion du principe actif a travers le systematriciel [9]
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1.8.1.1.1 Systemes matriciels non gonflables
a) Matrices homogenes

Ces systemes non poreux sont formés d'une phaseuwmmans laquelle le PA diffuse, a
condition qu'il y soit soluble. Un médicament estingent incorporé dans une matrice homogéne en
imbibant la matrice par une solution concentré@iihcipe actif jusqu'a l'atteinte de I'équilibrescC
concerne essentiellement les matrices hydrophgimsekemple, le polydiméthylsiloxane (PDMS)
et les gels hydratés tels que les gels de polygalb® vinyle) (PVA)27]. Les hydrogels peuvent étre
considérés comme matrices homogénes puisqu'ils omepartent pas de véritables pores de
dimensions définies et de géométrie fixe. De plug partie de I'eau dans les hydrogels n'est pas a
I'état libre.

Dans le cas des PA présentant une grande affiaitélp véhicule polymérique, le coefficient
de partage (K) entre la matrice et la couche desidn peut jouer un rble essentiel dans le coatrol
de la vitesse de libération (surtout dans le caspiddymeres hydrophobes). La diffusion d'un PA
dépend aussi de la taille de la molécule diffusattele la structure polymérique, telle que la
dimension des pores ou mailles moléculaires (espidmes entre les chaines macromoléculaires du
polymere). Le traitement mathématique de la cinétigle libération d'un PA a partir de tels
systemes, ou le PA est dissous, est assez rigoetetomplexe. La difficulté primordiale avec les
systemes homogenes avec PA en solution est liédaiale taux d'incorporation en agents
thérapeutiques. De plus, les vitesses de libératiomconstantes ne sont pas valables pour certaines

applicationd10].

b) Matrices poreuses inertes

Le systeme consiste en une dispersion d'un PAesdlihs une matrice polymérique inerte
(par exemple, polyéthyléne, éthylcellulose, silepries particules de polymere, imperméables au
PA, sont entourées d'un réseau de canaliculeselBesystéemes sont le plus souvent préparés par
compression de particules de polymere et de PArbeessus d'épuisement graduel de la matrice se
produit par pénétration par capillarité du fluidevieonnant a travers la poudre médicamenteuse
dispersée dans le support, suivi d'une dissoludicgcte dans le liquide présent dans le réseau de
canalicules entre les particules polymériques, rdinediffusion du soluté vers l'extérieur soit a
travers le réseau poreux, soit & travers les espatsmoléculaires. De ces trois phénomenes dui on
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lieu de facon concomitante, la diffusion du PA d¢duns le plus souvent I'étape contrélant la
cinétique de libération (tant que le PA est relatient soluble dans I'eau).

Puisque dans les systemes inertes poreux la diffusii PA a lieu majoritairement dans le
milieu aqueux baignant les pores, c'est a la slitébiu PA dans l'eau que la concentration
d'incorporation doit étre, en général, comparéesha cas ou, soit la solubilité du PA est restesin
dans le polymere, soit les doses d'incorporatiant stevées, la concentration de soluté est trés
souvent supérieure a sa concentration de saturdéios le polymere concerné. La libération de PA
de ce type de systémes peut étre décrite par lelmpdoposé patiguchi [28]. Le modéle suppose
gue le PA est a I'état solide au temps zéro. Suiteontact avec le milieu aqueux, I'eau pénetre
rapidement dans la couche superficielle du sys&ndessout I'agent solide qui diffuse premierement
du systéeme vers l'extérieur. Quand la couche déacurs'épuise en PA, la couche suivante
commence a s'épuiser graduellement. En d'autreseserle modéle suppose qu'une couche de
particules solides ne peut se dissoudre que lorEgpeécédente est elle méme éluée. Le modele
suppose aussi que le gradient de concentratioa Enterface (située a une distance x au temps t)
la surface est constant. En d'autres termes, glm@¥da vitesse de libération est fonction du temps,

elle est quand méme essentiellement indépendatéediktance x en tout temps.

1.8.1.1.2 Systemes matriciels gonflables

Dans de tels systémes, le PA est dissous ou déspdmas une matrice polymérique
hydrophile initialement a I'état vitreux. Au fur &mesure que l'eau péneétre, le polymere gonfle; on
observe alors le passage du polymere a un étatcteatieux qui permet la diffusion du H27]. Le
mécanisme de diffusion dépend de I'état thermodiqueendu polymere. En fait, le processus de
gonflement engendre des contraintes mécaniquesusutans la zone définie par le passage du
polymére de l'état vitreux a ['état caoutchoutedu niveau moléculaire, ces contraintes
correspondent a un phénomene de relaxation quewn dn présence de l'agent pénétrant. Ces
relaxations, selon leur vitesse et leur amplitymeivent affecter le processus de transport dentage
pénétrant, et par conséquent le mécanisme de titr@érdu PA. La vitesse et I'amplitude de ces
relaxations dépendent entre autres du poids maléeullu polymeére, de son hydrophilie, du degré
de réticulation (s'il y a lieu), de la nature deteiactions solvant-polymere, de la géométrie de la

matrice polymérique et du taux d'incorporation ée[29].
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1.8.1.2 Systemes réservoirs

Les systemes réservoirs ou systemes a membrangsteahen une barriere polymérique qui
entoure un réservoir de PA. C'est essentiellengemtdmbrane polymérique qui regle la diffusion du
PA vers le milieu externe. Les systémes résergoins tres utilisés dans le domaine pharmaceutique.
Les membranes polymériques dans de telles applisatncluent une variété de polymeres tels que
les réseaux de silicone. On distingue deux typesyd&mes réservoirs: les systemes réservoirs a
activité constante et les systémes réservoirsidtaaton constante.

Membrane polymeére
biodégradab|e ou non Diffusion du principe actif a

L ) travers la membrane
Principe acti

Temps ()

Figure 5: Diffusion du principe actif a travers le systemsea®oir[9]

1.8.1.2.1 Systemes réservoirs a activité constante

Ces systemes réservoirs ont l'avantage de donmewitesse constante de libération durant
une longue durée de temps. Ces systemes sont gooigusontenir une solution saturée en PA ainsi
gu'un exces substantiel de solide non dissousarmgt de garder la saturation pendant une durée de
temps bien déterminée. En pratique, le réservoic@sstitué soit d'une suspension du PA dans de
I'eau, de I'huile ou tout autre liquide, soit deptaudre séche. Les réservoirs a contenu liquide ont
'avantage de faciliter le contact du PA avec |dame interne de la membrane polymérique par
comparaison avec les noyaux solides. Cependantrdasporteurs liquides de masse moléculaire
relativement faible pourraient diffuser a traveasiiembrane en compagnie du PA. D'autre part, le
PA pourrait précipiter dans le transporteur liqujig Le gradient de concentration de la matiére
diffusante a travers une membrane polymérique guistitue la force motrice de la diffusion
demeure constant tant que l'activité du PA estgaiiiBre avec la surface interne de cette membrane.
Par conséquent, si l'activité thermodynamique dut&oest gardée constante dans le noyau, on

s'attend a une libération linéaire de PA.
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1.8.1.2.2 Systemes réservoirs a activité non consta

Méme dans le cas ou l'activité thermodynamique auté était initialement constante, la
perte progressive de PA ou la dilution par I'eauseaune chute exponentielle de la vitesse de

libération en fonction du temps. On s'attend adouse libération de PA de premier or{36].

1.8.2 Systemes osmotiques (pompe osmotique)

Ces systéemes utilisent la pression comme sotgcergie pour la libération contrélée de PA.

Dans le cas le plus simple, un systéeme réservbicasstitué d'un noyau solide comportant le PA
souvent mélangé a un agent osmotique (NaCl ou K@I& membrane polymérique semi-perméable
entourant le noyau permet une diffusion sélectigel'eau vers l'intérieur du systeme par simple
appel osmotique. Cet apport d'eau augmente laipnedans le compartiment interne, entrainant
alors la libération d'un volume égal de solutiotusge de PA par un ou plusieurs orifices (percés au
laser) connectant le compartiment interne au miigterne. La vitesse de libération est influencée
par les propriétés osmotiques du noyau, la sur&cképaisseur de la membrane ainsi que sa
perméabilité a I'ea[B1].

Oriffice de libération de Libération du

principe actif principe actif

Membrane

semi-perméable

Pompe osmotique contenant Pénétration d'eau par
le principe acti pression osmotique
Temps(t) Temps(t)

Figure 6: Libération de principe actif par systeme a pressismotiqug9]

1.8.3 Systemes biodégradables

Les systemes biodégradables utilisent le plus sduuwee technologie matricielle, mais il
existe aussi des systemes réservoirs biodégradedntesie les microcapsules, par exemple. Dans le
cas de matrices biodégradables, I'érosion a liecoats du temps, libérant au fera mesure le PA
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incorporé[32]. Dans le cas des systemes réservoirsnéabrane polymérique peut se dégrader
avant ou apres la libération compléte du PA durvése A titre d'exemple, une variété de polymeres
polysaccharidiques tels que le dextran et les dgérivamidon sont utilisés comme films protecteurs
dégradables par les enzymes, pour libération decardents activée au niveau du colon.

Le processus de dégradation peut se produire dgepls facons selon le type de polymére
utilisé. Dans le cas de polymeres hydrophiles reridsolubles par réticulation, la dégradation se
produit, souvent, par une rupture des ponts deulétion dégradables. En général, un tel mécanisme
de dégradation contréle la libération de PA incogpalans des hydrogels préparés par
copolymérisation de N-vinylpyrrolidone ou acrylamichvec N,N-méthylenebisacrylarnid&?2].
L'hydrogel se dégrade lentement par hydrolyse douggment méthylene dans le pont de
réticulation. Dans le cas de polyméres insolublassd'eau, la dégradation peut se produire par
clivage enzymatique ou hydrolytique de chainongadtde poids moléculaire, ou par ionisation ou

protonation de certains groupements latéraux.

Dispersion du principe actif Diffusion du principe actif et

dans la matrice polymé érosion du polymeére

Temps (3) Témps (1)

Figure 7: Diffusion du principe actif a travers le systemsa®oir (membrang)g]

by

Une libération d'ordre zéro peut théoriguement éatteinte a partir de systémes
biodégradables si la géométrie de la matrice dit tpie la surface d'érosion reste quasiment
constante dans le temps et silissolution est une fonction linéaire de la surf@esion hétérogéne,
polymeéres hydrophobes). Les polyméres, telsl'qoile poly lactique, I'acide polyglycolique etite
copolyméres s'érodent par hydrolyse des fonctistesepour former des molécules solubles a faible
poids moléculaire. D'autre part, les dérivés deétate de cellulose se solubilisent dans I'eau par
ionisation de groupements carboxyliques latéradure situation dans laquellerosion est le
processus limitant de la libération reste asseficithf a obtenir en pratique. Souvent ['érosion
survient par fragments successifs non constamtgst pas limitée a la surface de la matrice (érosi
homogene). De plus, tiffusion du PA se rajoute fréquemment au proced&rssion, rendant ainsi

difficile la modélisation de la libération de PAoartir de tels systemdd].
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CHAPITRE Il: LE CHITOSANE

Il. Historique et découverte de la chitine et du chosane

En 1811, le Professeur Henri Braconnot, directeujaddin biologique a Nancy (France) a
isolé une substance fibreuse d'un certain type hdempignon. De plus, il a observé que cette
substance n'est pas soluble dans les solutionsisepie'acides. Une décennie plus tard, en 1823, la
méme substance a été trouvée dans certains ingeotésptere) et a été ensuite nommeée chitine
(provient du mot grec "kitos" qui signifie I'enveloe). En 1859, le Professeur C. Rouget a soumis la
chitine a un traitement alcalin et a observé léemintes solubilités de la chitine. La substance,
résultat du traitement alcalin, a pu étre dissolaies les acides. Cependant, seulement en 1894 cette

substance a été nommeée chitosane par Hoppe-$&3jer

Entre 1930 et 1940, ces biopolymeres ont suscisudmip d'intérét dans le monde oriental,
principalement pour l'application dans le domaingdimal et la purification de I'eau. Aujourd'hui,
nous savons que la chitine et le chitosamet biodégradables et biorésorbables. Ces deyxigtés
sont primordiales a notre époque ou la protectieahvironnement joue un réle important. $ie

trouvent abondamment dans la nature et sont desue®s renouvelables. La production annuelle

9 10
de chitine dans la nature est estimée all0 tonnes et actuellement elle n'est pas tres expleité

commercialisée par rapport a la cellul§34)].

[1.1 La chitine

La chitine est le polysaccharide naturel largeméptaindu dans la nature. Dans le régne
animal, la chitine est un élément structurel imgotrtdes téguments de certains invertébrés ; elle
n'existe que sous la forme de complexes avec dugimpes et des minéraux. Elle est présente
principalement dans les coquilles de mollusquess des cuticules des insectes et dans la carapace
des crustacés. Il est a noter que la carapacerilssdes mers du nord représente a elle seule une
source potentielle de chitine. La chitine asso@éées protéines contribue a la cohésion des
différentes couches qui constituent la coquille medusques ou la carapace des arthropodes.
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Dans le regne végeétal, la chitine se trouve dapsiai de la plupart des champignons et de cegaine
algues chlorophycées. En plus de son role dansietien de la rigidité de la cellule, elle contrdu
au contréle de la pression osmotique. La chitingessente aussi dans certaines levures et bactérie
Bien que les sources potentielles de chitine saiéatnombreuses (tableau 2).

Tableau 2:Sources potentielles de chitif&5].

Sources de chitine Teneur en chitine (%)
Bernacle (Lepas anatifera 7
Crabe marbré (Grapsus marmoratups 10
Crabe rouge Portunus pube) 10
Crabe araignée Maia squinadq 16
Homard (Homarus vulgari9 17
Homard sauterelle Scyllarus arctu$ 25
Langouste Palinurus vulgarig 32
Ecrevisse Astacus fluviatilig 36
Crevette (Palaemon fabriciu$ 22
Seiche Sepia officinali9 20
Calmar (Loligo vulgaris) 40

[1.1.1 Cristallographie de la chitine

La chitine est fortement cristalline possédant desines bien ordonnées et selon la source
d’extraction elle se trouve sous trois formesf- et y-chitine. a-chitine est extraite des carapaces
des crevettes, des crabes, des homards et damsrlgsaces des crustacés bivalves tels que les
palourdes et les huitres. Bachitine se trouve dans les colonnes vertébradsscdphalopodes tels
gue les calmars et les seiclj@8]. Les analyses de la forme polymorphiguie la chitine on réevélé

gue celle-ci rejoint la famillex (alpha).

Et ces différentes formes liées a la chitine petiééne distinguer les unes des autres par diffésent
techniques d’analyses a savoir la spectroscopi¢alRRX et 'RMN en phase liquide. Ces formes
différent dans leurs arrangements de chaines @anmggions cristallines comme c’est présenté sur la

figure 8.
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Al A|AlA AA AL AL AL

a-chitine B-chitine y-chitine

Figure 8: Arrangement des chaines du polymere dans les trois
formes de la chitinf87]

Les trois types différents aussi dans leurs dediégdratation la dimension de la maille
(tableau 3) et le nombre de chaines par maiHehitine est la forme la plus cristalline qui a une
structure compacte ou on retrouve deux chaines\gges dans un mode antiparallele dans une
maille, et une seule chaine par maille qui suitam@ngement dans un mode parallele darf la

chitine et dangy-chitine deux chaines sont parallele a la troisiéqoe se trouve dans un sens

opposée.
Tableau 3:Parametres cristallographiques des différentesiies de la chitine
a(A°) b(A°) C(A°) 7(°)
a-chitine 4.74 18.86 10.32 90
p-chitine 4.85 9.26 10.38 97.5

Les structures présentéesceret f-chitine ci-dessous montrent I'existence de pogt¥rdgene inter
chaines entre les groupements —C=0 et N-H qui meamént la distance a 0.47nm le long du
parameétre ‘a’ de la maille. Et sur chaque chaingroave des ponts hydrogénes formés d’une part
entre le groupement carbonyle —C=0 et le groupedxytk —OH lié au C6 et d’autre part un pont

formé entre le groupe hydroxyle —OH lié au C3 exygene du cycle.

29



Premiére Partie Synthese Bibliographique

Figure 9 : Structure dex-
chitine : (a) projectiomac ; (b)
projectionbc ; (c) projectionba

CI c[ e
(a) a (b) b
Figure 10: Structure des- M"’{ M
chitine : (a) projectionac ; (b) ‘(.I'—'JF":?\ ‘{E.a-bﬁ% .
projectionbc ; (c) projectionba 5 \
“M\M}\M
(c)

b
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Dans la structure de-chitine on retrouve des ponts hydrogénes le langatametre ‘b’ entre deux
groupes hydroxyméthyle de deux chaines adjacenteEse que nous ne rencontrons pas dans la

structure d8-chitine ce qui confére a cette derniere un tagahflement plus importaf@8].

[1.1.2 Extraction de la chitine

Y

De nombreuses méthodes ont été développées afiprégmarer la chitine a partir des
exosquelettes. De maniere générale, elles consistéenéliminer les éléments minéraux

(déminéralisation), les protéines (déprotéinisatatria couleur (blanchiment).

[1.1.2.1 Déminéralisation

La déminéralisation est généralement réalisée patraitement acide sous agitation pour
solubiliser le carbonate de calcium et le chlomeecalcium. Les acides les plus fréquemment utilisé
sont l'acide chlorhydrique et l'acide formique & @encentrations de 1 a 10 mol/l. La durée du
traitement acide est de l'ordre de 1 a 48 heutage@mpérature ambiantBeter M.O-0 et all [39]

ont rapporté que la proportion du solide a latsmiuacide est de 1 :20 (w/v).

Pendant le processus de déminéralisation, des emussdésirables peuvent se former dues a la
production de dioxyde de carbone suivant la réadtialessous :

CaCQ + 2HCI » CaltCO+HO

Des études récentes Bercot A et all [40] ont montré que la déminéralisation pouvait étre
effectuée en 15 minutes a la température ambianée, un exces d'acide chlorhydrique 0,25 met/|
la déprotéinisation réalisée avec une solution @®i 1 mol/lpendant 24 heures a 70°C.

Une autre étude réalisée pa&dahlous et ses collaborateurs [41]montre que la
déminéralisation est effectuée au bout de 3hewes ane solution d’acide chlorhydrique 1N a la
température ambiante apres exposition de la massmjeelette a des radiations gammgadu
cobalt avec une dose de 25 KGy/min.

[1.1.2.2 Déprotéinisation

A I'état naturel, la chitine se présente en astoniavec les protéines (Chitinoprotéine). Les
protéines sont éliminées par un traitement basejuatilisant, en général, des solutions & base de
NaOH, NaCQOs;, NaHCQ, KOH, K,COs;, Ca(OH), Na&SQ;, CaSQ, ou NaPO,, de concentrations
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de 0,1 a 5 mol/l. La solution d'hydroxyde de sodi@#h0 % massique) est la plus souvent utilisée
pour dissoudre les protéines. La durée du traitéimasique est de l'ordre de 0,5 a 72 heures ashaute
températures (65-140°O)o et Meyers[42] ont rapporté que la proportion du solide a la tsmwhu
alcaline allant de 1:10 a 1:20 (w/v) est recommangéur que I'élimination des protéines soit

efficace.

Mahlous et ses collaborateur$41] ont raportés que le traitement de la masse excsitgiel
par des radiations gammg @du cobalt avec une dose de 25 KGy/min réduituigee de I'étape de
déprotéinisation d’un facteur de 3 avec une smutie NaOH alN et a 85°C comparé a une masse
non irradiée.

Pendant le processus de déprotéinisation, la fosmake mousse peut se produire mais la
mousse n'est pas intense comme celle du processianéralisatiorShahidi et Synowiecki[43]
ont suggéré que la déprotéinisation est optimalatéisant une solution aqueuse d'hydroxyde de
potassium dont le pH doit étre plus bas que le tpmoélectrigue des protéines pour qu'elles

précipitent.

[1.1.2.3 Blanchiment

Pour les applications industrielles, la chitineeslite a partir des ressources crustacées doit
étre décolorée apreés les traitements acide eira[ddl]. Le pigment dans les carapaces de crustacées
forme un complexe avec la chitifeox [45] a détecté un dérivé gecarotene solidement relié a la
chitine de I'exosquelette des crabes rouges. lrebiment est souvent réalisé par un traitement avec
des agents oxydants (KMgNaClO, SQ, NaHSQ, N&S,0,0u H,0O,). Ce traitement peut éliminer
des traces de pigments résiduels, comme les caid&n

Durant le processus de blanchiment, le réactifsétine doit pas avoir un effet sur les propriétés
physico-chimiques de la chitine et du chitosaxe.et al [44] ont pu fabriquer la chitine quasiment
blanche par I'extraction avec l'acétone et le ggelpendant 2 heures a la température ambiante,
suivi par le blanchiment en utilisant une soluti®;315% d'hypochlorite de sodium pendant 5
minutes avec un rapport du solide au solvant (M10). Sans l'extraction préalable par I'acétoae, |
blanchiment doit étre effectué plus de 1 heure paboutir a un produit blanc acceptable
commercialement. Du fait de sa forte cristallinlggchitine n'est soluble que dans des solvants peu
communs, ce qui limite son utilisation et sa valation. En effet, elle n'est soluble que dans le 2-
hexafluoropropanol, et dans des mélanges telsegeN diméthylacétamide qui contient 5 a 8% du
chlorure de lithium (LiCl) [46], le diméthylformamide/chlorure de lithium ou ldei
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trichloroacétique / dichloroétharjé7]. Récemment on a rapporté un nouveau solvant dhitiae
qui est le méthanol saturé par le chlorure de wadaihydratg46].
De nombreux dérivés de chitine ont été préparés ahut d'améliorer la solubilité, le plus simple

étant le chitosane obtenu par désacétylation.

[1.2 Le chitosane

Contrairement a la chitine, le chitosane est pgandu dans la nature. Il se trouve dans
certains champignons, les zygomycetes, et darerta @bdominale des reines de termites.

Le chitosane est un polyaminosaccharide natureln rnoxique, biocompatible et
biodégradable. Il est non ramifier une fois soluiiéans un milieu acide dilué c'est-a-dire qu’il est
chargé positivement a des pH<6.4 et c’est cettegehgui suscite l'intérét de son application et qui
attire les substances chargées négative8ht

Le chitosane est donc obtenu par N-désacétylatastiefe de la molécule de chitine. Sa
structure chimique résulte de I'enchainement damide répétition N-acétyl-D-glucosamine et D-

glucosamine liees gh(1—4) (figure 11).

CH,OH CH,0H
0 0]
H OH
H OHl Ho

HO \H

+H3 c=0
GIcN GIcNAc |

CH,

Figure 11: Structure chimique des molécules glucosamine sous s
forme protonée GlcN) et N-acetylglucosaminéGIcNAC).

La chitine et le chitosane se différencient parrtaportion des unités acétylées présentes dans
le copolymére, appelée aussi le degré d’acétylgtioté DA). Bien que le terme « chitosane » soit
habituellement limité a toute chitine suffisammbhtésacétylé e pour étre soluble en milieu acide
dilué, il n’existe pas de nomenclature officiellposant la limite précise entre les deux termes. E
conséquence, nous appellerons chitosane tout didrarsvec des degrés d’acétylation résiduels
(DA) < 30%[49].

Le chitosane a trois types de groupes fonctionmékgctifs, un groupement amine et deux

groupements hydroxyles en positions C2, C3 et CGpedtivement (figure 12). Grace a ses
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groupements amines libres, ce composé possedeaiegepes intéressantes tres différentes de celles
de la chitine. Le chitosane, soluble dans les acidibles, possede une charge positive alors que la
plupart des polysaccharides sont chargés négativg&544.

Le degré de désacétylation (DD) représente la ptigpod'unités amine-D-glucosamine par rapport
au nombre total d'unités glycosidiques. Dans ledcashitosane, le DD est supérieur a 70% pour les
produits commerciaux. Cette valeur détermine égateria limite de solubilité de ce polymeére dans
les solutions acides diluées<{fiH<6,2). Le DD est un paramétre structural qui infeeerles
propriétés physico-chimiques telles que la soltéila charge globale et la réactivité, les prapsé
mécaniques comme I'élongation a la rupture, lsst&@ste a la traction. Il influence également les
propriétés biologique1] comme la biocompatibilité, la biodégradabilitd’attivité biostimulante

et anticholestemiante.

/
I0
Z (0l
@)
ThT
OO
;)Z%
I0
1&
T
0
0

CH3

Figure 12: Structures de la chitine) et du chitosanebj

[1.2.1 Production de chitosane a partir de la chithe (Processus de désacétylation)

Les techniques actuelles permettent, a partir debats, d'aboutir a une déminéralisation et &
une déprotéinisation convenables de la carapadeneta une chitine partiellement purifiée. On peut
ensuite, en fonction des exigences, procéder gudefcations supplémentaires afin d'obtenir un
produit ultra-pur débarrassé de toute protéinepdiant de la chitine, on peut également moduler a
souhait le degré d’acétylation et la masse moldirgpolymere, pour obtenir des chitosanes variés

grace a des hydrolyses basiques controlées.
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Si I'extraction de la chitine est aujourd’hui faciient réalisable, I'étape la plus délicate reste la
désacétylation qui nécessite de substituer suffisamb les groupements acétyles pour aboutir au
chitosanece qui peut entrainer une réduction excessive deuemgde chaine du polymére. En jouant
sur la durée du traitement alcalin et sur I'éléwatide température, il est donc possible d’obtenir
différents chitosanes a partir d'une méme chitlie.DA inférieur & 10 % est rarement atteint par un
procédé simple, la désacétylation totale nécesgditsieurs étapes. L'échantillon étant soit lavét so
dissous et reprécipité entre deux cycles.

La désacétylation est généralement effectuée paaitement avec I'hydroxyde de sodium
(NaOH) ou potassium (KOH) concentré (40-50 %) atengpérature= 100 °C, pendant au moins 30
minutes pour enlever certains ou tous les grouptsrarétyle de la chiting2]. Muzzarelli [52] a
rapporté quda désacétylation ne peut pas étre réalisée aveéaatif acide. Il y a plusieurs facteurs
essentiels qui affectent le rendement de désatétylaomme la température, la durée, la
concentration d'alcalin, les traitements préalaptag I'obtention de la chitine telle que les rédizs
[41], I'atmosphére (air ou azote), la quantité de mbipar rapport a la solution alcaline et la taille
des particules. Compte tenu de ces parametregdiflidéal de désacétylation est de préparer un
chitosane qui est non dégradé et parfaitement lsohldns I'acide dilué (acides acétique, lactique,

citrique,...) (Figure 13).
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‘ ( Traitement a PPacide dilué a température
g ambiante)
( Traitement avec une base dilué a haute
température)

‘ (Traitement avec des agents oxydants a
température ambiante )

V

CHITINE

4

( Traitement avec une base concentrée
NaOH ou KOH 40- 50% a haute
température )

N

L CHITOSANE

Figure 13: Procédure générale pour I'obtenticdu chitosant
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Compte tenu de sa structure chimique, et en metiaprofit ses diverses propriétés
spécifiques, le chitosane trouve des applicationportantes dans plusieurs domaines et dans

différents pays du monde comme le montre les takldaet 5 ci-dessous :

Synthése Bibliographique

Tableau 4 :Estimation de la quantité du chitosane utiliséedant 'année 2000 (Tonneg)o]

Domaine Amérique _
o Europe Asie Autre pays Total
d’utilisation du nord
Traitement des
125 25 200 50 400
eaux
Préservation des
. 0 0 125 25 150
aliments
Oligosaccharides 0 0 150 0 150
Agriculture 25 0 75 25 125
Cosmeétique 25 25 50 0 100
Textiles
o 0 0 50 0 50
(hygiénique)
Pulpe et papier 25 0 25 0 50
Domaine
_ . 10 0 25 10 45
alimentaire
Domaine
o 1 1 1 0 3
meédical
Total 211 51 701 110 1073
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Tableau 5 :Principales applications du chitosane

Domaine d’application Intérét

Stimuler le mécanisme de défense des plantes.

Agriculture Stimuler la croissance des plantes

Floculant et clarification d’eau
Précipitation d’ions métalliques
Traitement des eaux Réduire les odeurs

Bactéricides

Indigestible par I'humain (fibre diététique)
Réduire le cholestérol par fixation des lipides
Alimentaire Epaississant et stabilisant

Protecteur, fongistatique et antibactérien

Hydratant de la peau

o Traitement de l'acne
Cosmeétique .
Ameliorer la souplesse des cheveux

Immunologique, anti tumoral
_ _ Hémostatique and anticoagulant
Biopharmaceutique . ]
Bactériostatique

Libérations contrdlées de principes actifs

I1.2.2 Propriétés physico-chimiques

La chitine et le chitosane sont principalement cig@régsés par leur degré d'acétylation (DA)
et par leur masse molaire, dont la déterminatiocesste la mise en solution du polymeére. De
nombreuses méthodes sont proposées afin de déterieirDA sur des échantillons solides: la
spectroscopie Infra Rouge a Transformée de Fouraarandez C et al [53] I'analyse élémentaire
qui a été réalisée pdrelletier et al [54] et qui montre que le rapport Azote/Carbon (N/€) e

considérablement différent dans la chitine et léoshne,la RMN solide [35], ou sur des
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échantillons en solution dosage par la spectroscopie UV-visib[&5], titrage potentiométrique
[56], 'THPLC (Haute Performance Liquide Chromatograpfs&] et RMN liquide.
La chitine est soluble dans trés peu de solvam@tsn&se molaire initiale est de I'ordre de 800800

6 -1
10 g.mol et elle est généralement fortement acétylée. Lassames obtenus industriellement ont

une masse molaire de l'ordre de 200 000 gfreblm DA allant de 2 a 25%. Pour le chitosane, la
masse molaire et la répartition des motifs N-aéétye long de la chaine sont dépendantes de la
méthode de désacétylation utilisée. De plus, urhanement successif de plusieurs motifs N-
acétylés confere au polymere un caractere plusophdbe, et donc des propriétés autoassociatives
(propriétés épaississantes et gélifiantes) et neosiif solubilité.

En raison de sa solubilisation en solution aci@echitosane se comporte comme un
polyélectrolyte cationique de forte densité de ghaSes propriétés dépendent du pH du milieu. Le
chitosane est solubilisé et il devient cationiquargl le pH est inférieur au pKa intrinseque de la
fonction amine du chitosane soit §58]. A un pH supérieur (>6,4), les groupements ne parg
ionisés et le chitosane se précipite. Autour deGple nombre de fonctions amine libres devient
suffisamment élevé pour induire une association aesnes et la précipitation du polymere. La
viscosité du chitosane en solution est influencae différents facteurs, comme le DA, la masse

molaire, la concentration, la force ionique, le g¢tHa température.

11.2.3 Hydrogels réticulés du chitosane formés painteractions ioniques

Le chitosane peut former des gels dites gels pbgsigar interactions ioniques avec des
poly-anions de petite ou de grande masse mdke®,e60]

Les contre-ions, de faible masse molaire les ptagl@yés sont le pyrophosphate, le sodium
tripolyphosphate (TPP), le tétrapolyphosphate, Xidmetaphosphate, le sulfate de sodiumS<;,
[Fe(CN)]™ et [Fe(CN}Y]>. Bodmeier et ses colbont été les premiers & étudier la gélification du
chitosane avec le TPP pour I'encapsulation de méwat[61]. Le TPP est le poly-anion le plus
couramment utilisé pour la réticulation ioniquedhitosane.

D’autres poly-anions de masses molaires élevées également utilisés tels que l'acide
polyaldéhydocarbonique et le poly(1-hydroxy-1-snHte-2-propéne) ainsi que des contre-ions
hydrophobes tels que le sulfate d’octyle, le salfde lauryle et le dioctylsulfosuccinate. Dans ce
dernier cas les interactions hydrophobes qui séemte¢n place entre les chaines alkyles des contre-

ions contribuent également au mécanisme de géidita
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Quelle que soit la masse molaire des anions, leegsus de gélification est di a la formation
de réticulations ioniques inter et intramolécula[@?]. Un parameétre important a considérer pour la
formation de I'hydrogel est le pH pendant la réattile réticulation. En effet, si le pH est tropvéle
les charges positives du chitosane sont neutraligtele systeme précipite. Afin d'éviter la
précipitation de chitosane, le pH de la solutiorda# pas étre supérieur a 6.

A noter qu’il est possible d’optimiser les propé physico-chimiques des gels de chitosane
en modifiant la charge du polymére, le taux d’enéfrement des chaines et la nature des contre

ions.

I1.3 Propriétés biologiques de la chitine et du chosane

La chitine et le chitosane recoivent actuellemengrand intérét pour leurs applications dans
le domaine médical et pharmaceutique parce quiitsentent des propriétés intéressantes qui
permettent de les utiliser dans le domaine bionadicmme la biocompatibilité, la biodégradabilité
et la non toxicité. lls sont connus aussi pour uttes propriétés telles que: analgésiques,
mucoadhésivité, antitumeurale, hémostatique, hymestérolémique, antimicrobienne et
antioxydant. Dans ce manuscrit on va développelgges unes que nous avons exploité dans notre

travail.

11.3.1 La biodégradabilité

La chitine et le chitosane peuvent étre dégradélpaieurs protéases : lysozymes, papaines,
pepsines...et leur dégradation libere des oligosaittdsganon toxiques. La vitesse de dégradation est
inversement proportionnelle au degré de cristadligui lui-méme dépend du degré de désacétylation
(DD). Donc la distribution des groupements acétgliésctent la biodégradabilité et la désacétylation
réduit la vitesse enzymatique de dégradation,-a‘elte plus le chitosane est désacétylé plus la
vitesse de dégradation est moins importante. Ritsiauteurs rapportent que cette variation de la
vitesse de dégradation provient de la variatiorsdardistribution des groupements acétamides qui
influence la viscosité du polymére en solution aseades liaisons inter et intra moléculaires qui

different de types- au typeB- de la chitine qui a servi pour la synthése dtosaine.

Plusieurs études ont rapporté que la masse moikcu({®w) du polymere influence la
biodégradabilit§63].
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[1.3.2 La biocompatibilité

La chitine et le chitosane possédent une bonnephipatibilité vis-a-vis des cellules hotes,
mais cette propriété dépend des caractéristiquepotiimére a savoir la source d’extraction, la

méthode de préparation, Mw et le DD.

Le chitosane présente une grande cytocompatiloilitétro que la chitine et cela a été démoritré
vitro sur des cellules myocardiaque, endothélial, élgthét sur des fibroblastes, hépatocytes,
condriocytes et kératinocytes. La biocompatibibtt reliée uniguement au DD, quand la charge
positive du polymere augmente les interactionseeletichitosane et les cellules augmentent a cause
de la présence du groupement amine libre. L’adhésatiules-polymeére dépend a la fois du DD et
de la nature des cellules, elle est plus importantx des cellules fibroblastes qui présentent des
charges négatives a leur surfaces que les kérgtewcet leur prolifération diminue avec

'augmentation du D)63].

[1.3.3 La mucoadhésivité

La mucoadhésivité dépend de plusieurs facteussgied les variables physiologiques et les

propriétés physicochimiques du chitosane.

Les muqueuses sont composées d'une glycoprotéipeléapla mucine, riche en résidus d’acide
silique, qui lui confere la charge négative. L’ampl de cette union dépend de la quantité de cet
acide et la masse moléculaire et le DD. D’'une marand le Mw du chitosane augmente, la
pénétration dans la couche de la mucine augmemtegreséquence la mucoadhésivité devient plus
importante. D’autre part le DD joue un réle priradigans I'amplification de la densité de charge de
la moléculg63].

Huang et al [64] ont étudiés [l'effet de la Mw et le DD sur la mudbésivitéin vitro des
nanoparticules du chitosane et ils ont démontréd’gtfinité des liaisons est proportionnelle au Mw
et au DD.

[1.3.4 Activité antibactérienne du chitosane

Deux mécanismes ont été suggeéres pour expliguioifeantimicrobienne du chitosane.
Le premier mécanisme serait di essentiellementiaege positive du chitosane qui interagit
avec les phospholipides membranaires chargés mégednt. L'interaction crée une perturbation au

niveau de la membrane avec une diminution des éelsate nutriments entre la bactérie et le milieu
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extérieur qui entraine la mort cellulaire. Pareaitk,Helander et al [65] ont prouvé que la clé de
I'activité antimicrobienne du chitosane provient ldecharge positive des groupements amine. Le
méme résultat a été montré Jaai et Su [66]pour lesquels le mécanisme d’action antimicrobéenn
de chitosane est di aux interactions entre lesreatilu chitosane et les anions a la surface des
bactéries qui modifient la perméabilité de la meambrcellulaire.

Le second mécanisme impligleeperturbation du chitosane de la synthése des AieBsagers

en interaction avec I'ADN.

Il.4 Applications générales de la chitine et du clhbsane

Les propriétés particuliéeres du chitosane sontsliéssentiellement a la présence de la

fonction amine portée par le carbone 2. Elles derdeux types:

» A pH acide, ou il est soluble, le chitosane paigenombreuses charges positives. Il est
donc un bon agent de floculation et un bon agemodgulation. Il peut interagir avec des molécules
chargées négativement (par exemple acides graines ...)[67] et former ainsi des complexes
polyanion-polycation. Cette propriété lui ouvre dawiltiples applications notamment en dermo-
cosmétologie : elle permet d'interagir de facors irdime avec les kératines de la peau et ainsi
former un film & la surface de celle-ci.

> A pH plus élevé (> 6.4), le chitosane perd sesgd®positives, le doublet électronique de
l'azote est libre. Ces doublets libres et la présate nombreux atomes d'oxygene dans le chitosane
lui permettent de se comporter comme un excellempbexant, en particulier des métaux lourds. I
est donc utilisé pour la purification des eaux, @ample pour la récupération de métaux dans les

effluents industriels.
Le chitosane est devenu un polymere tres impodtde plus en plus il est beaucoup utilisé dans le

domaine médical vu ses propriétés de non toxititkeenucoadhésivité, dans le tableau qui suit nous

regroupons les principales propriétés relativesrneapplication dans ce domaine.
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Tableau 6:Principales propriétés du chitosane en relatioe@ges applications biomédicales

Application biomédicale Principales caractéristigsie
Sutures chirurgicales Biocompatible

Implant dentaire Biodégradable

Lentilles de contact cornéennes Agent d’hydratation

Systemes de libération de principes actifs Non toxique, tolérance biologique

pour les humains et les animaux

Hydrolyse par des lysozymes,
Encapsulation des agents antibiotiques  Propriétés curatives

Propriétés antibactériennes.

I1.5 Applications biomédicales de la chitine et dwchitosane

Grace a sa grande biocompatibilité, le chitosatemployé dans les formes des systémes a
libération de principes actifs, les implants, legries injectables et des protheses orthopédiques.

Dans notre étude on s'intéressera a I'applicatiorchitosane dans le domaine biomédicale pour la
formulation d’'un systeme de libération de principesfs.

0 Systemes de libération de principes actifs

Parmi les applications industrielles importantaesctiitosane dans les systemes a libération
de principes actifs les nanoparticules, microsphédilens, hydrogels et comprimés.
Vu le caractére cationique du chitosane celuisticapable de réagir avec les polyanions pour
former des complexes polyélectrolytes, pour cedes tcaractéristiques de ce polymere doivent étre
considérées : le Mw, DD et la pureté. La sélecton type de chitosane avec certaines
caractéristiques est trées recommandé afin d’assumertemps d’activité biologique prolongé,
améliorer I'effet thérapeutique et réduire les isffecondaires.
Toutes les études montrent que le DD et Mw du shite jouent un réle important dans la libération
du principe actif a travers la matrice polymérique.
Gupta et Jabrail [68] ont étudié I'effet du DD et le degré de réticwdatisur les caractéristiques
physiques, le gonflement et la libération du ppecactif des microsphéres du chitosane. Le DD
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contrble le degré de cristallinité et 'hydrophat®cdu chitosane di a la variation des interactions
hydrophobes lesquelles contrélent la charge etdeactéristiques de libération de la matrice du
polymere. Le DD contréle les liaisons formées parchitosane et d’autres polyanions. Un DD
important se traduit par un nombre important deiges amino libres, par conséquent le nombre de
liaisons formées sera important. Quand ces auteurstudié I'influence de ces liaisons et le DD su
la taille et la rugosité de la surface des nanapaes formées, ils ont trouvé que la taille et la
rugosité de la surface diminuent avec 'augmentadi® I'importance des liaisons établies et le DD.
Zhang et ces coéquipier§69] ont rapporté que le DD et le poids moléculaireyemodu polymére
sont indispensables pour controler la distributienla taille des nanoparticules. Un grand DD et un
grand degré de réticulation augmentent I'hydroptitbiet les nanoparticules deviennent plus
compactes, cela induit un contréle du taux de goméint et la quantité du principe actif diffusée de
la matrice du polymeére vers le milieu physiologiquén DD entre 48-62% augmente le taux
d’encapsulation d’'une maniere trés considérable mbmbre de pores qui résultent.

Et quand le DD est faible on a remarqué une lib@rdirusque du principe actif.

Desai et Park [70]ont étudié I'influence du Mw sur la formation descrosphéres formées par le
tripolyphosphate de sodium, ils ont observé qusgiee Mw augmente ils forment des sphéres plus
régulieres et 'augmentation de la Mw augmentaiiéetdes microsphéres. lls ont aussi observé que
les microspheres préparées avec un poids moléeutaportant du chitosane présentent un faible
taux de gonflement et un grand degré de réticulatantrairement aux microsphéres préparées par
un chitosane avec un poids moléculaire moyen dagegatent moins d’interactions intermoléculaires
ce qui favorise la libération du principe actif.SCauteurs ont observé que la vitesse de libérdion

la vitamine C est d’autant moins importante quie du chitosane est grande. Un faible Mw est a
l'origine de la mauvaise rétention du principe faéil'intérieur des microspheres a cause de

limportance du taux de gonflement.
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CHAPITRE Ill: LES COLLYRES ET LES AMINOSIDES

Les préparations ophtalmiques sont des préparaligmsies, semi solides ou solide
stériles destinées a étre appliquées sur le glob&ice et/ ou les conjonctives, ou a étre

introduites dans le sac conjonctival.

La principale forme destinée a la voie ophtalmiquenculaire est la formenllyre.

[11.1 Définition des collyres

Les collyres sont des solutions ou des suspengtirges, agueuses ou huileuses
contenant un ou plusieurs principes actifs et dést a l'instillation oculaire. Lorsque la
stabilité I'exige, les substances médicamenteusaggnt étre présentées sous forme seche et
stérile a dissoudre ou a mettre en suspensionudahguide stérile approprié immédiatement

avant I'emploi.

A l'origine les collyres étaient de petits batotsnen forme d’'une petite queue a base
de principe actif et de matiére plastique ou cdqtle Grec Kollurion : colla= colle et
oura=queue). Ces batonnets étaient délayés dditide, de I'eau en général au moment de

'emploi.

A la pharmacopée figurent, en plus des collyresstdutions pour lavages ophtalmiques, les
poudres pour collyres ou pour solutions pour lasag@htalmiques, les préparations

ophtalmiques semi solides et les inserts ophtalesqu

[11.2 Rappels sur 'anatomie et la physiologie de’teil

La figure 14 représente de facon schématique ifé&rahtes parties de I'ceil. Deux
d’entre elles qui nous intéressent particulieremeetles qui sont en contact avec les

collyres : la cornée et la conjonctive.

a) La cornée: elle est transparente et elle n'‘est pas vascuéarneais est richement

innervée par les terminaisons des nerfs ciliaikege sensitive du reflexe cornéen. Les
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affections de la cornée sont désignées sous le doidératites. La cornée est elle-méme
formée de trois couches : 'Epithélium, le Strom#endothélium.

- L’épithélium est le tissu le plus extérieur, il est de natupmghile. Les autres
couches sont de nature hydrophile. Pour conseavesrhée, la substance doit étre a la
fois lipophile et hydrophile.

b) La conjonctivite : est une muqueuse qui forme la jonction entre lagipees et la

cornée. Elle comporte deux feuillets : I'un tapisaeface interne des paupiéres et l'autre
correspond a la surface du blanc de I'eeil, la zmgonction des deux feuillets constitue les
culs-de-sac conjonctivaux. La conjonctivite ess tiechement vascularisée et devient rouge en

cas d'irritation.

On retrouve aussi la glande lacrymale qui n’estrppsésentée sur le schéma. Elle se trouve
dans l'angle externe supérieur de [I'ceil. Elle sicrées larmes qui humidifient

continuellement la surface de la cornée avantéwsler par le canal lacrymal.

Figure 14: Globe oculaire

1. Conjonctive 5. lris 9. Rétine

2. Humeur aqueuse 6. Cornée 10. Nerf optique
3. Cristallin 7. Sclérotique 11.Humeur

4. Pupille 8. Choroide
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L’ceil est en fait recouvert en permanence d’'un flrymal de &um d’épaisseur environ. Ce

film est structuré et comporte une couche extégidiprdique. Il joue plusieurs roles :

- Maintien de I'humidification,

- Protection contre les agents extérieurs,

- ROle nettoyant

- Roéle métabolique : il emporte a la cornée la pludas substances nécessaires a son

métabolisme.

Un collyre se comporte toujours pour I'ceil comme aomps étranger c'est-a-dire que son

instillation risque de provoquer avec plus ou mailistensité selon les cas :

Fermeture des paupiéres,

Larmoiement,

Une réaction douloureuse,

Une rougeur de la conjonctive.

La formulation des collyres doit donc étre telleeqgues réactions soient minimes. lls ne
doivent pas, en particulier, déclencher un larmeiengui entraine instantanément le principe

actif.

De toute facon puisque le flux est continu, ménliétat normal, une grande partie du
collyre est dirigée vers les fosses nasales paarial lacrymal. Le temps de persistance sur la
cornée et la conjonctive est donc toujours rédgji@iques minutes seulement. Les dernieres
traces ne demeurent pas sur I'ceil au-dela de 15 @énifutes. De la, la nécessite, dans
certaines affections, d'instillations souvent ré&eébu remplacement du collyre liquide par
une pommade ophtalmique, ce qui rend son applitati@reux.

On administre par cette voie des anti-inflammaggidees anesthésiques locaux, des vitamines,

des enzymes, etc.

[11.3 Pénétration des principes actifs

La plupart des médicaments destinés a pénétres Haail passent par la voie
transcornéenne. Une grande partie de ceux qui neémedans la conjonctive est entrainée

dans la circulation sanguine générale et peuverdgetales réactions systemiques.
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D’aprés ce qui vient d’étre dit, du principe acidiministré sous forme d'une goutte de
collyre, une grande partie est entrainée par ledilacrymal et il n'y a gu’une petite fraction

qui pénetre dans I'ceil. Cependant deux faits sonstates :

- La pénétration bien que trés faible peut étre saiffie pour avoir une action thérapeutique.
- De nombreux principes administrés en collyres njoa$ a étre absorbés. Il ne leur est

demandé qu’une action de surface (exemple : atitise).

Tout ceci montre que la mise au point d’'un collgsétoujours une affaire délicate.

l1l.4 Propriétés des collyres

Les qualités que doivent avoir les collyres sosgea voisines de celles qui sont
demandées pour les solutions injectables. lls awigie limpides, inodores, neutre, de méme
pression osmotique que les larmes et surtout etérbeules les trois derniéres présentent
certain aspects particuliers par rapport aux pedjmanrs injectables. Pour les suspensions, la

pharmacopée ajoute un contrdle de taille des pdetic

[11.4.1 Neutralité, ajustement du pH

Le pH du liquide lacrymal est approximativemeni@ois entre 7,4 et 7, en principe
on devrait préparer des collyres de pH compris datte gamme mais, en fait, on a constaté
gue I'ceil pouvait supporter sans réagir de plusdjecarts. On peut donc sortir de ces limites
si le médicament n’est pas stable dans cette zempddceci du fait que les larmes possedent

un certain pouvoir tampon.

L’ajustement a la neutralité n’est pas toujourssime (instabilité, précipitation a la neutralité
ou variation de lactivité en fonction du pH). Semt il est nécessaire d’adopter un
compromis en choisissant un pH situé entre lesdsrie stabilité du principe actif d’'une part

et la tolérance de I'ceil d’autre part.
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[11.4.2 Pression osmotique

Il a été démontré que les larmes avaient la méessfmm osmotique qu’une solution a
9% de chlorure de sodium c'est-a-dire la méme gueang. Dans la pratique, il a été
démontré, que I'ceil pouvait supporter des conctatra différentes de la valeur théorique.
On peut atteindre des concentrations différentds daleur théorique. On peut atteindre des
concentrations de 7 a 14%. de chlorure de sodiuns smmsation de douleur et sans

larmoiement important dans le cas d’un ceil sain.

111.4.3 Stérilité

Un probleme particulier est posé par la consesxatie la stérilité des collyres

multidoses au cours de l'utilisation.

Un collyre est administré goutte par goutte etc@urs de chaque prélevement, il peut y avoir
contamination de la préparation, avec comme coms@®s possibles : culture bactérienne,
modification de pH, altération des principes actfsinfection ultérieure de I'ceil. La seule

possibilité pour éviter que les microorganismesgouhtits accidentellement au cours du
prélevement, se multiplient dans le collyre estjaditer dans celui-ci des conservateurs
antimicrobiens. Ceux-ci doivent étre inoffensifaipta cornée et la conjonctive, compatibles

avec les principes actifs et efficaces a faiblesedo

De toute facon, il ne faut pas utiliser un collyoagtemps aprés la premiere ouverture du

récipient, au maximum 4 semaines.

Pour l'essai de stérilité, la pharmacopée préciee tonditions de prélevement et

d’ensemencement dans le cas des préparations ojjuak.

[11.4.4 Limites de taille des particules

Cet essai est exigé pour les collyres présentés feome de suspension. Examinés au
microscope dans une chambre appelée ‘chambre dtBtommeétre’, une prise d’essai deufj0
de la phase solide ne doit pas contenir plus dpatficules de plus de @B, plus de 2

particules de plus de hfh et aucune particule de plus deu80[71].
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l11.5 Les aminosides
[11.5.1 Structure chimique et classification

La structure chimique des antibiotiques du grouges aminoglycosides ou
aminosides comporte un ou plusieurs fragments diwédéaminés des sucres (exemple :
glucosamine, désoxystreptamine, néosamine, etc.pette particularité, ils doivent leur
dénomination d’aminosides mais aussi leurs camrestde polycation (basique) expliquant
leurs possibilités tres restreintes de diffusioma&ers les membranes biologiques, (pas de

résorption per of/2]. lls sont divisés en 3 classes :

Tableau 7 :Classes des aminosides [73]

a.Les déoxystreptamines  b. Les déoxystreptamines Cc.Les autres
bisubstituées 4-5 qui bisubstituées 4-6 qui
comprennent comprennent
* Néomycine B ou C » Kanamycines A, B, C et dérivés+ Streptomycine
* Paromomycine * Amikacine * Streptidine
* Lividomycine Aou B » Tobramycine *Spectinomycine
* Ribostamycine * Dibékacine
» Framycétine * Gentamicines C1-Cla-C2a

» Sisomycine

* Nétilmicine

[11.5.2 Mode d’action

La cible principale des aminosides est le ribosodmnt ils perturbent le
fonctionnement. Les aminosides pénetrent a l'iatéride la bactérie selon un processus en

trois étapes :

- La premiére correspond a une pénétration passivapide au travers de la paroi
bactérienne. Dans le cas des bactéries Gram pdssitiEptidoglycane est franchi. Dans le cas
des bactéries Gram négatif, I'antibiotique doitttdiabord franchir une premiere membrane
externe lipophile puis le peptidoglycane pour aria la membrane cytoplasmique.

- Les deuxieme et troisieme étapes correspondemanaport actif de I'aminoside au

travers de la membrane. Dans la cellule, ils s#& b&ix ribosomes et induisent une erreur ou
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une inhibition de la traduction des protéines decdule. La formation de ces protéines
anormales augmente la perméabilité bactérienreredh respiration cellulaire et conduit a la

mort bactérienne.

L’activité bactéricide de ces antibiotiques résulitede ces effets pléiotropes. Il y a également
un effet post antibiotique. Apres que l'effet baiciéle initial des aminosides s’est exercé et
les concentrations de I'antibiotique au site s@uethues inférieures a la CMI (Concentration
Minimale Inhibitrice), on pourrait s’attendre a daprise de la croissance bactérienne. La
période pendant laquelle la population bactérieexf@sée a I'aminoside reste en phase de
latence avant de reprendre sa croissance défigitel’ post antibiotique. L’effet post
antibiotique peut s’expliquer par les actions pdérdes, mais aussi par une fixation

irréversible de I'antibiotique sur des sites celitds a découvrir.

[11.5.3 Propriétés pharmacocinétiques

Le caractére hydrophile des aminosides conditioBteitement les parametres

pharmacocinétique.

[11.5.3.1 Absorption

Les aminosides ne sont pas (ou tres peu) abs@a&és/oie digestive, mais ils
conservent leur activité locale. Ce sont des aottdpies administrés par voie parentérale

(intramusculaire généralement et intraveineuspaetoie ophtalmique.

[11.5.3.2 Distribution

L’hydrophilie expliqgue une faible fixation auxqgiéines plasmatiques (< 10%). Les
aminosides se concentrent dans les liquides eXtrites et pénetrent mal dans le tissu
adipeux, le cerveau et le liquide céphalorachididas temps de demi-vie plasmatique voisins
de 2h, des volumes de distribution faibles et uaibld diffusion méningée sont les
caractéristiques pharmacocinétiques essentiellescete antibiotiques. Les aminosides,
présents au niveau du rein sous forme cationiquéxsnt aux phospho-inositols anioniques.
Il s’ensuit une accumulation dans le cortex rénaés concentrations 12 a 20 fois supérieures
a celle du plasma, expliguant la toxicité rénal@antante de ces molécules, dont il faut
absolument tenir compte chez l'insuffisant rénals aminoglycosides se distinguent aussi par
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leur affinité importante vis-a-vis des cellules kléaire, aprés passage dans les différents
espaces lymphatiques du conduit cochléaire deilloiaterne. Cette affinité est responsable
des effets ototoxiquewifle infra), d’autant plus que la persistance de l'antibisicserait

favorisée par une fixation a des protéines paréoes présentes au niveau de l'oreille interne.

[11.5.3.3 Métabolisme

La biotransformation des aminoglycosides est puatigent inexistante.

[11.5.3.4 Elimination

Les aminoglycosides sont éliminés inchangés pa wonaire. L'insuffisance rénale

rend absolument nécessaire les adaptations pogoé&sjjr2].

[11.6 La tobramycine

La tobramycine est un antibiotique de la famills deninosides comme est indiqué au
dessus il est utilisé dans le traitement des iifestdues &seudomonas aeruginosa, Proteus
species, E.coli, Klebsiella, Serratia, Citrobacter, Staphylococcus aureus, Enterobacter et a
d’autres micro-organismes. La tobramycine agit cenous les aminosides en interférant sur
la synthése protéique ribosomale. La tobramycig¢ant pas ou tres peu métabolisée, c'est la
molécule mere qui est éliminée par filtration gloviéire. La demi-vie de la tobramycine
dans le sérum ou le plasma est étroitement li@efankction rénale et est donc variable selon
les individus ainsi que dans le temps pour le mémderidu. La concentration sérique ou
plasmatique de la tobramycine dépend égalemerd @lei¢ d’administration, du volume du
liquide extracellulaire, de la durée du traitemett des modifications physiologiques
survenant au cours de [laffection et du traitemedintervalle thérapeutique de la
tobramycine doit étre mesuré aux concentrationgi@et a la vallée. Une insuffisance rénale
préexistante, un traitement a la tobramycine pdgonle méme que les doses supérieures aux
concentrations thérapeutigues peuvent conduire & toxicité auditive et/ou une
néphrotoxicité. La surveillance des concentratd&sobramycine au pic et a la vallée dans le
sérum ou le plasma est donc essentielle pour leeptén de ces graves complications

inhérentes a 'ajustement de la dose admini§tépe
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La tobramycine peut étre administrée par voie mtrsculaire ou intraveineu$@5], solution
pour inhalation par nébuliseur TQBI a 300 mg/5 m) ou en solution ophtalmique
(TOBREX 40.3%).

La tobramycine ainsi représentée sur la figure Bp le [O-3-amino-3-déoxy-D-
glucopyranosyl-(3>4)-0O-[2,6-diamino-2,3,6-tridéoxy-D-ribo-hexopyranosyl-(36)]-2-
déoxystreptamine ] de structure moléculagsH3/NsOg et une masse moléculaire de
467,54g/mo elle est une poudre hygroscopique de couleur bta@chlanc cassé. Il s’'agit

d’'un aminoside aisément soluble dans I'eau.

CH,NH, NH,
Q
NH,
OH
o
HO
H>
CH,OH
0
NH, o
HO
H
Figure 15: Sructure chimigue de la tobramycine
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|. Introduction

Dans cette partie nous aborderons les points sigivan

> Extraction et transformation chimique de la chitame chitosane, et la caractérisation physico-
chimique de ce dernier et du chitosane commerglies que la détermination de son poids
moléculaire par viscosimétrie, son degré de déglatiéin et sa solubilité.

» Techniques de caractérisation par la techniquediffeaction des rayons X (DRX), la
spectroscopie infrarouge IRTF, l'analyse thermomnatrique ATG-ATD et l'analyse par
microscopie €lectronique a balayage (MEB) de lairahi chitosane synthétisé et chitosane
commercial ainsi que la tobramycine.

Cette partie comprend également :

> Etude de l'effet antibactérien du chitosane syimgbéet du chitosane commercial puis le
procédé d’encapsulation de la tobramycine par ksx dpolymeres cités précédemment, a
différents pourcentages et pH ainsi que les cinésgde libération du principe actif dans un

milieu salin de larmes artificiellemgvitro).

I.1 Procédé d’extraction de la chitine a partir descarapaces de crevettes

Les carapaces sont prélevées des crevettes,gai@aource naturelle originaire de la région
cétiere de Bejaia, en date du mois de Décembre,2@8n a employée pour I'extraction de la

chitine.

Une masse de 1 Kg des crevettes rouges ont étéesgigment décortiquées, puis lavées plusieurs
fois avec I'eau de robinet, ensuite a I'eau distillet pour activer le processus de séchage, les
carapaces ont été aspergées avec de l'acétoneséegpendant 24h a 55°C.

Afin d’extraire la chitine, une masse d’exosqueletties crevettes d’enviro B 40g, séchés puis
broyés a l'aide d'un mortier de laboratoire, seocarsise a un traitement qui repose sur trois
étapes essentielles: a savoir I'étape de démisatian, puis une étape de déprotéinisation et en
dernier une étape de blanchiment. Le procédé detxdm de la chitine et de désacétylation choisit
est celui proposé patichael Oduor-Odote P et ses collaborateurs [76]

Les conditions et les produits de synthése utikkeds regroupés dans le tableau 8 ci-dessous :
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Tableau 8:Produits chimiques utilisés dans I'extraction dechdtine

o . . Hydroxyde de Peroxyde
Produit chimique | Acide chlorhydrique . .
sodium d’hydrogéne
Formule chimique HCI NaOH HO-
Masse moléculaire
36.5 40 34.01
(g/mol)
Densité 1.18 - 1.11
Pureté % 35-37 98 30

[.1.1 Déminéralisation

Dans un erlen de 2 litres, on verse la masse dipaette finement broyée et on ajoute une
solution d’acide chlorhydrique a une concentratiten 1M, avec un rapport de masse du solide/
volume du liquide 1 :15 (w/v). Un volume de 600nel ld solution d’acide chlorhydrique (HCI) est
introduit dans l'erlen, puis placé sous agitatioagmetique pendant une nuit a la température
ambiante, afin de solubiliser le carbonate de gaicet le chlorure de calcium suivant la réactien ci

dessous :

CaCQ + 2HCI > CaBi CG, + H,0

Apres réaction on procéde a la filtration en traisswint le contenu de 'erlen au dessus d’un bichner
munit d’'un papier filtre et disposé sur une fiolevide qui est raccordée a une pompe a vide. On
poursuit par un lavage jusqu’a la neutralité, afi@liminer I'excés de réactif. On seche la poudre

obtenue dans I'étuve & 50°C pendant une nuit.

1.1.2 Déprotéinisation

La poudre séchée est introduite dans un balloni kiiun réfrigérant contenant une solution
d’hydroxyde de sodium NaOH a 10% avec les propostenlide /liquide 1 :20 (w/v). Le mélange de
300 ml est porté a une température de 100°C daobkauffe-ballon pendant 6h.

Une filtration sous vide suivie d’'un lavage a I'edistillée puis a I'acétone sont nécessaires jusqu’
neutralité, afin d’éliminer toutes les protéines gut été séparées de la chitine. La matiere rééepé
sera étuvée a 50°C pendant une nuit.
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[.1.3 Blanchiment

Cette étape consiste a éliminer les pigments @@nsarapaces de crustacées qui forment des
complexes avec la chitine, telle que les dérivés-darotene.
Afin d’obtenir une chitine quasiment blanche, ungtraction préalable par un mélange
acétone/éthanol est faite avec les proportionsdequliquide 1 :1 (v/v), auquel on additionne la
matiere seche obtenue lors de la précédente é&wepeun rapport du solide au solvant 1 : 10 (w/v).
On laisse sous agitation magnétique durant une @uitpoursuit avec une filtration, suivie d’'un
lavage a I'eau distillée, puis avec de I'éthartalreétuvage pendant une nuit a 50°C.
La matiere seche sera de nouveau traitée avecant agydant qui est le peroxyde d’hydrogéne, a
une concentration de 0.315% avec un rapport dudesadu solvant 1:10 (w/v), sous agitation
magnétique maintenue durant 30mn. On filtre etawe lavec de I'eau distillée et on seche a I'étuve

a une température modérée de 50°C pendant une nuit.

.2 Procédé de synthese du chitosane par désacétida de la chitine

C’est I'étape la plus délicate qui met en ceuvresuhbstitution d’'un nombre maximal et
suffisant de groupements acétyles, pour aboutrchétosane. La désacétylation est généralement
effectuée par le traitement avec I'hydroxyde deuwsndNaOH) ou potassium (KOH) concentré (40-
50 %) a une températurel00 °C. Dans notre cas, on a choisit de travalec le NaOH concentré
a 50% qui est introduit dans un ballon avec un odpgolide au solvant 1 :20 (w/v), dans lequel le
meélange est chauffé a reflux a 120°C pendant 3hfi®a puis on lave avec de l'eau distillée
jusqu’a neutralité. Pour accélérer le processudédihydratation, on rince avec de I'éthanol et on
passe a I'étuve pendant une nuit a 50°C.

»  Apres chaque étuvage, la matiere seche est pesgedpterminer le rendement de chaque

réaction.

|.3 Détermination de la masse du chitosan@ar la méthodeviscosimétrique

La premiere caractérisation du chitosane (syrg@éti commercial) est la détermination de
son poids moléculaire par mesure de sa masse wisgtosiue. En effet, on a déterminé la viscosité
intrinseque du polymére apres plusieurs mesurda discosité spécifique. Sachant que la viscosité
d’'un polymere en solution varie en fonction de sacentration, et elle peut étre déterminée, par la

mesure du temps d’écoulement de la solution denpélg de concentration C dans un tube capillaire
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de type Ubbelohde. D’apreés la loi de poiseuillegl®ps d’écoulement t d’'une solution dans un tube

capillaire est directement proportionnel a sa \8#ég) selon I'équation suivante :

(= 8*l*v*np
m* Ap* R*
Avec :
| : longueur du capillaire Ubbelohde (mm ou cm)
R : rayon du capillaire Ubbelohde (mm)
v : volume de la solution (ml)
Ap : différence de pression hydrostatique entrex@semités du capillaire
n : viscosité intrinseque
On définit party etngrespectivement le temps d’écoulement et la vise@hsolue du solvant.
On définit la viscosité relative)() comme le rapport entre la viscosité de la satutla polymere et

celle du solvant.

L [14]
o
Le rapport viscosité spécifique/concentration d’sokition polymérique définit la viscosité réduite
_n-n
Neeg = ) *é ..................................................... [15]

Dans la limite des dilutions infinies (concentrattend vers zéro), on qualifie la viscosité rédpae
l'indice limite de viscosité ou bien viscosité ingeque, notéen].

[7] =lim 7, quand C— Qe [16]

La concentration étant exprimée en g/dl, la vigéositrinséquer] est exprimée en dl/g. Le tracé
des valeurs)sy/C en fonction de C permet de déterminer la viséasitrinsequerf], qui coincide
avec I'ordonnée a l'origine.

Staudinger est le premier a avoir postulé, quesieogité intrinséque devrait étre proportionnella a
masse molaire. L’expérience a établi que la visédg] dépend étroitement de la masse moléculaire
du polymere. La relation proposée par Mark et corde expérimentalement par Houwink est :
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Ou:

K : est la constante caractéristique d’un couplgmere-solvant a une température donnée.

a . est une constante caractéristique de la #&tilde la forme de la macromolécule (0.5<a<2). Les
valeurs de la constante (a) donne des informatsamsla conformation d’'un polymére dans un

solvant donné.

Tableau 9:Valeur de ‘a’ correspondant aux différentes confations du polymeére

Valeurdea |0 0.5 0.8 0.8-2 2

Type de . Pelotes Chaine er ) | Batonnet
_ sphere o _ Vermiculaire |

conformation statistiques | solution rigide

/Aspiration du fluide

— /Bouchonner pendant I'aspiration du
fluide dans le canillre
' _ . < Lignes entre lesquelles le temps

Petite ampoule qui contient | | v d’écoulement est chronométré
le volume de la solution du—+ -

polymére a chronométrer <— Equilibration de la pression

hydrostatique
Le grand réservoir——» | Tube capillair

Figure 16: Schéma du viscosimétre Ubbelohde

Selon plusieurs auteurs, le chitosane est parfaitérsoluble dans des acides dilués tel que
l'acide acétique, I'acide formique, I'acide lacteu’acide citrique et I'acide chlorhydrique. Etyso
déterminer sa masse viscosimétrique, les constegitéss a I'équation de Mark-Houwink décrivant

le systeme polymere-solvant-température, sont tgges dans le tableau suivant :
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Tableau 10:Les différents solvants et constantes relieescuéiéon de Mark-Houwink

] Type de o
Solvant K (ml/g) a Temperature o Références
viscosimétre

Acide acétique a 59

o

1,38*10" 0,85 25 +0,1°C Ostwald [77]
/KCla 0,1 M
Acide acétiqgue a

1,81.10° 0,93 25+ 0,1° Ubbelohdel  [78]
0,dM/NaCla0,2M
Acide acétique a -1,02.10°

] q 1,64.10%°

0,2M /acétate de 14 *DD 30x0,5°C Ubbelohde [48]

*DD
sodium a 0,1M +1,82
Acide acétiqgue a
0,5M / acétate de3,5.10 0,76 25+0,1°C Ostwald [79]
sodium a 0,2M
Acide acétique a 5%

8,93.10" 0,71 25+ 0,1°C Ostwald [77]
/IKCla 0,1 M
Acide acétiqgue a
0,5M / acétate de3,2.10* 0,76 25°C Ubbelohde [80]
sodium a 0,2M

Nous avons choisi d'utiliser comme solvant I'ac@egtique a 0,1M /NaCl a 0,2 M. Les
concentrations des solutions du chitosane prépaarent de 0.01g/dl a 0.04g/dl. La sensibilité de
cette méthode requiére une homogénéité parfaite delution (les chaines du chitosane doivent
occuper le maximum de volume pour permettre unendaiution). A cet effet, la dissolution est
menée pendant une semaine. Puis on a filtré eisamtl un papier filtre de porosité 1 um. Les
mesures de viscosités relatives sont déterminéesudatube capillaire de type Ubbelohde, avec des
constantes caractéristiques du couple (polymeénestl: K=1,81.1 ml/g et a= 0.93 & une
température de 25+0,1°C.
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I.4 Détermination du degré de désacétylation (DDJu chitosane

Les méthodes choisies pour la détermination duédelgr désacétylation sont le titrage

potentiométrique (ou volumétrique) et la spectramaénfrarouge (FTIR).

1.4.1 Détermination du degré de désacétylation dwhitosane par la méthode du titrage

potentiométrique

La détermination du degré de désacétylation Igpanéthode potentiométrique a été faite
suivant un titrage acido-basique modifié parJiang et al [56] A cet effet 0,3g de chitosane est
dissous dans 25 ml d’'une solution de HCI a 0,1d42ndant 4h auxquels on ajoute 100 ml d’eau

distillee.

Une quantité calculée de KCI est ajoutée a la mwlupour ajuster sa force ionique a 0.1. Cette

guantité est calculée en utilisant la formule soiga

| :%ZZ|2C|[18]

La méthode consiste a réaliser un titrage acidagbagiont le titrant est une solution qui contient
mélange de NaOH 0,1025 M et KCI 0,1 M.
La modification portée par X. Jiang et al consésfexer I'intervalle du pH, dans lequel le titragera
effectué entre 2 et 6 puisque au dela du pH Gitesane précipite.
La mesure du pH est effectuée par un pH-métre typ&INA instruments pH 209. Le tracé
représentant les valeurs du pH, en fonction dumaelde la solution NaOH ajoutée, permet de
déterminer les volumes de la solution de NaOH apatux deux points d’équivalence.
Le degré de désacétylation est déterminé pariaufie proposée p@wvadi M.R et al [48]:

Y-X,

DD =16.1%* — % f ieiiiiiiiiiiiiie e e[ 19]
w

Avec :
Y et X sont les volumes de la solution de NaOHsoommés aux points d’équivalence (ml)
f . est la molarité de la solution de NaOH (mol/l)

w : la masse utilisée du polymere (Q).
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1.4.2 Détermination du degré de désacétylation dahitosane par la spectrométrie infra rouge
(FTIR)

La spectrométrie IR est la technique la plus répangbur la détermination du DD. Cette
analyse permet d'obtenir les empreintes spectvabeationnelles des groupements constituant une

molécule.

Il est possible par cette méthode de déterminedetgé de désacétylation par la formule suivante

qui est proposée pdfernandez Cervera et al [53] :

DD%zS?.S—HEH..................................... [20]
A3450

Ou: Aess = absorbance de la bande ‘amide I' de 'amide seéawe.
Asss0= absorbance de I'hydroxyle du groupementGH.

87.8 = Coefficient de correction de la ligne deebas

|.5 Etude de la solubilité du chitosane dans I'aciel acétique

|.5.1 Effet de la concentration

Le chitosane est soluble dans les solutions addeées tel que I'acide acétique, grace aux
groupements ammoniums formés apres protonatioa tnttion amine, qui facilitent la dissolution

de la molécule.

Afin d’étudier I'effet de la concentration de l'a@ acétique sur la dissolution du chitosane,
une série de solutions de 25ml a différentes cdretgons de 'acide (0.1, 0.3, 0.5, 1 et 2) mobhs
préparées, dans lesquelles on dissout une mags@4dpdu chitosane synthétisé et commercial, sous
agitation magnétique a la température ambiantesbkgions du polymeére ont été filtrées sous vide
a l'aide d’'un papier de type whatman de porositén,lgnsuite les résidus obtenus seront séchés a
I'étuve pendant 24h. Les fractions insolubles sepasées aprés séchage, leurs poids (m) permettent
de calculer les taux de solubilité avec la fornprigposée paMohy Eldin et al [81] ci-dessous.

Taux de solubilitézl—{loomIs de la_fraction insoluble % iinnnns [21]

poids total de ['échantillan
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Le tracé du taux de solubilité en fonction de laaantration de I'acide acétique, donne la courbe de
solubilité du chitosane dans cet acide.

1.5.2 Effet du pH

Les mémes quantités des deux polyméres ont ét@utikssdans 25 ml d’acide acétique a 0,1M et a
différents pH (3, 4, 5, 6, 7 et 8).

Apres filtration comme décrit dans I'étape précédest séchage a I'étuve a 50°C pendant 24h, la
fraction insoluble (m) est déterminée et le taexsdlubilité est calculé en utilisant la précédente
formule deMohy Eldin et al [81].

Le tracé du taux de solubilité en fonction du plds dolutions d’acide acétique donne la courbe de

solubilité du chitosane a différents pH.

|.6 Etude de I'activité antibactérienne du chitosae
1.6.1 Mode opératoire

Pour mener a terme I'étude sur I'activité antibaetene vis-a-vis des germes de souche
Staphylocoque aure{§220), trois concentrations massiques des dewstgp chitosane (synthétisé
et commercial) ont été considérées, a savoir desetdrations de 0.5%, 1% et 1.5% préparées par
dissolution dans l'acide acétique a 1% (w/v) a dealeurs de pH, 5.8 et 6.2. Ces souches, que nous
a fournis gracieusement le laboratoire de micirolgie de I'université de Bejaia, ont été étudiées a
moyen de la technique de diffusion en gélose (Mutlimton) par la méthode des puits. A cet effet,
plusieurs formulations ont été préparées avec umen&olume V=20ul du principe actif
‘tobramycine’ de concentration 0,3%, auquel on ditaxhné différents volumes des deux
polymeres, a savoir 10, 20 et g0 préalablement injectés dans les puits. Nousms\yocéde, en
suivant les mémes étapes et avec les mémes qsaatité/olume et concentration, lors de la

réalisation de ces tests microbiologiques, soitespolymére seul ou bien sur le principe actiflseu
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Toutefois, un essai avec un disque d’antibiotiqaetabramycine (10pug, Code NN10 réf
5484), a été réalisé afin de nous servir de témas.différentes quantités et volumes étudiés a des

pH=5,8 et 6,2 sont regroupés dans le tableau suiva

Tableau 11:Quantités et volumes de polymeére injectés danguits

Polymeres Chitosane synthétis¢  Chitosane commercidlobramycine
Concentrations
. 0,5 1 15 0,5 1 15 0,3
% massique
Volume déposé| 10 10 10 10 10 10 20
dans les puits | 20 20 20 20 20 20 20
(ul) 30 30 30 30 30 30 20

1.6.2 Préparation de la suspension bactérienne

A partir d'un tube de conservation, on repique quet colonies sur gélose nutritive dans le
but d’obtenir des souches jeunes. Apres incubati@vy°C pendant 24h, on préléve trois colonies et

on les dissocie dans 3ml d’eau physiologique. Gegpustitue notre suspension bactérienne.

|.6.3 Tests d’activité

On prépare des boites de Pétrie stérilisées dafmuunpasteur a 180°C pendant 30min, dans
lesquelles on verse environ 20ml de la gélose Mudlaton. Puis on ensemence par inondation avec

1ml de la suspension bactérienne,

- Pour le test témoin, le disque d’antibiotique egiaké délicatement dans la boite de Pétrie,
- Pour les autres formulations, des puits ont étéséaur la gélose ensemencée a l'aide d’'une
pipette pasteur stérile, et les quantités décniexédemment dans le tableau précédent sont
déposées. Les boites sont mises a diffuser perta@at la température ambiante puis incubées a
37°C pendant 24h.

La mise en évidence de l'activité antibactérieasebasée sur I'apparition de zones d’inhibition,

dont le diametre est mesuré en millimetres (mm).
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.7 Préparation de formulations de la tobramycine/bitosane a différentes concentrations et pH
1.7.1 Protocole expérimental

Pour préparer les formulations du principe actifleipolymére (tobramycine/chitosane), on a
adopté la méthode de gélification ionique du chit®s au moyen du polyanionique
tripolyphosphate de sodium (STPP ou TPP3@;,, proposée paCalvo et coll [82] L'idée de
concevoir ces nouvelles formulations, a pour objet# controler la vitesse de libération de la
tobramycine a travers la matrice polymérique etméborer sa biodisponibilité, par rétention du
principe actif en question au sein de la matridgrpérique. Et comme le chitosane, est connu pour
ses propriétés d’adhésion aux muqueuses par fanmal liaisons, entre la charge positive du
groupement amino et la charge négative portéeamadé sialique, existant dans la mucine, principal
constituant de la muqueuse. Son utilisation pae \wphtalmique, est un choix ciblé car I'un des
problemes majeurs rencontré avec les formes ligudd@dministration oculaire (collyres), est la
rapidité de leurs évacuations apres instillationgmuttelettes dans I'ceil, d’abord par les paugiéere
ou une grande fraction du liquide est perdue, puimvers les canaux lacrymales qui finissent dans

les fosses nasales. En conséquence la guéristorgkmnk atteint est retardée.
Ces formulations sont préparées suivant le protoexpérimental suivant :

a. Tamisage : Afin d’avoir une granulométrie homogenie fait passer la poudre du chitosane
synthétisé dans un tamis en acier inoxydable d'aukede maille de 1Q0n,

b. Dissoudre les chitosanes synthétisé et commeraied de I'acide acétique a 1% a différentes
concentrations ; 2mg/ml et 4mg/ml dans un volumé&@fal. Puis ajuster leurs pH a5 et a 6,

c. Ajouter 1ml de tobramycine a une concentration %) dissout préalablement dans de
'eau distillée, dans la solution du polymére mamte sous agitation magnétique continue pendant
20mn,

d. Ajouter le polyéthylene glycol d'une masse 6000KP&G6000) et le surfactant Tween80,
suivant les concentrations et les quantités indigukans le tableau 12, dans la précédente solution,
et maintenir I'agitation pour 20mn,

e. Ajouter 5ml de la solution du TPP (comme secongitarctif) dissout dans de I'eau distillée
a 1mg/ml, aux différentes solutions préparées sagigation ultrasonique pendant 2mn a la
température ambiante,

f. Récupérer les nanoparticules par centrifugatio®0® %r/mn pendant 1h,
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g. Les nanoparticules obtenues sont lavées avec de destillée jusqu’a la neutralité, puis

séchées a I'air ambiant.

Tableau 12:Quantités et volumes ajoutés des différents risaatix formulations

Concentration du CH Tobramycine| PEGa
Formulations (mg/ml) pH a 0.3% 30mg/ml Tween 80

Synthétisé| commercial (ml) (ml) (1D
F1 2 2 5 1 0 0
F2 2 2 5 1 1 0
F3 2 2 5 1 1 300
F4 4 4 5 1 0 0
F5 4 4 5 1 1 0
F6 4 4 5 1 1 300
F1 2 2 6 1 0 0
F2 2 2 6 1 1 0
F3 2 2 6 1 1 300
F4 4 4 6 1 0 0
F5 4 4 6 1 1 0
F6 4 4 6 1 1 300

1.7.2 Cinétique de diffusion

Afin de suivre la libération controlée de la tobganme dans I'eau physiologique, la
dissolution est I'approche la plus recommandée palider I'effet retard recherché. Cette étude
consiste en la comparaison du profil de diffusicoefficient de diffusion) de la tobramycine, dans
les différentes formulations élaborées. Cet essadcsit dans la pharmacopée comme étant une
simulation du contréle de la biodisponibilité d'amédicamenin vitro. Cet essai permet aussi de
mesurer la vitesse de diffusion du principe actiftravers la matrice polymérique dans le

compartiment oculaire (& pH=7.4).
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1.7.3 Préparation du milieu physiologique

Afin de simuler le milieu physiologique oculairenaisolution de larmes artificielles a été
préparée. A cet effet, une masse de 140mg du cbla® sodium (NaCl) est dissoute dans 10mi

d’eau distillée, puis le pH est ajusté a 7.4 avez solution de NaOH a 0.01M.
|.7.4 Essai de dissolution du principe actif et candle cinétique par densité optique

Les différentes formulations préparées sont infited dans la solution décrite
précédemment. Des prélevements ont été effectuéss apn temps donné, puis dosé par
spectrophotométrie UV-Visible par un appareil deetyspectro Scan 50 a une longueur d’onde de

204nm correspondant a I'absorption du groupemenmi@présent dans la molécule de tobramycine.

1.8 Techniques de caractérisation des échantillons
1.8.1 La spectrométrie infra rouge (FTIR)

La spectrométrie IR constitue une méthode dexchour I'analyse a la fois qualitative et
guantitative de substances chimiques. Elle pernmetcdnnaitre les différents groupements
fonctionnels présents dans une molécule. Elleosstée sur I'absorption des photonsv Bmis par
une radiation trés peu énergétique, permettantatbfier 'énergie de vibration des molécules. f es

a noter que l'infrarouge est une méthode spectpgue non destructive de I'échantillon analysé.

Le spectre IR est étudié dans une gamme de fréquatant de 400 & 4000&mles bandes

les plus caractéristiques se distinguent dans iggiens différentes :

-4000 cm a 1500crt: contient des bandes d'allongement correspondamt @rincipaux
groupements OH, CO, Ni¢tc.

- 1500cmta 600cnT: c’est une région complexe appelée «empreintetadégi du composé dans
laquelle se situe de nombreuses vibrations de méfiions ainsi que des bandes d’allongement des
liaisons CO tel que les esters, éthers et alcools.

- 1000cm*& 600cnt : c’est une zone trés utilisée pour la détermimatles structures éthyliques et

aromatiques, grace aux déformations hors du planiaisons CH et a des déformations du cycle.

Il est par conséquent possible et intéressant faisad’exploiter cette méthode, pour mettre en

évidence des interactions susceptibles d’étre iésmbilans un mélange, entre les différents
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composants. Dans notre étude, nous avons utiles@lyse FTIR (infrarouge a transformée de
Fourier) pour caractériser les chitosanes synt#néiscommercial, la tobramycine ainsi que les
différentes formulations préparées. Le principdldst de déceler d’éventuelles interactions eese |
deux constituants. Nous avons utilisé un spectrmgohetre infrarouge de marque Shimadzu et de
modele IR Affinity-1. Des pastilles de KBr ont étpgparées par la compression de 2-3mg des
différents échantillons mélangés séparément a 3¥anigBr étuvé a 60°C pendant 24h. Le spectre
infrarouge de chaque échantillon est enregistia tarhpérature ambiante, dans une plage de 400 a
4000cm* avec une résolution de 4¢met une accumulation de 25scans pour chaque spectre

enregistre.

1.8.2 Analyse thermogravimétrique (ATG-DTG)

La thermogravimétrie est une technique permettantndsurer de trés faibles variations de
masses d’'un échantillon solide pulvérisé, soudita d'un gradient de température, par balayage
dans une gamme de température donné. L'utilisateodifférents gradients de température, permet
d’observer les procésus de dégradation et de tmamafions de phases, propres a chacun des
constituants sous atmosphere d’azotg).(NCette analyse est réalisée sur des échantilenka
chitine, chitosane (synthétisé et commercial) ¢blbmamycine, en utilisant un appareil ATG-ATD de
marque SETARAM et de type TG DATA92, avec unesstede chauffe de 10C°/mn et un flux de

gaz d’azote a débit constant.

1.8.3 Diffraction des rayons X (DRX)

Cette technique permet de déterminer les distaimtesréticulaires des différents plans de
diffraction et l'arrangement des atomes dans lssawé cristallins. Comme les rayons X sont
diffractés de maniére distincte, par les élémenteedeau caractérisé par un empilement bien définit
de ce dernier, lirradiation de la matiere par resyoX permet de connaitre sa hature
cristallographique. L’angle (2 théta) de diffractidépend de I'énergie du rayonnement incident, de
son orientation par rapport a la surface balayédeptaisceau, ainsi que de la distribution spatial
des atomes (structure cristalline). Le spectre itfeaction constitue une empreinte caractéristique
des structures cristallines analysées. Les mesorgseffectuées avec un appareil, constitué par un

tube émetteur de rayons X qui irradie un échamtillequel diffracte une partie d’'un rayonnement
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eémis vers un systeme de détection. Les spectreffdaction peuvent étre obtenus par différentes
méthodes a rayon RX, soit directement a partir €fagment solide ou un cristal de taille plus ou

moins importante (méthode de Weissenberg, cristahtint), ou sur de petites quantités de poudre
finement broyée (50um) par diffractométre de peusklon deux montages : Bragg-Brentano ou

Debye-Scherrer. Le schéma d’'un diffractométre Ues pisuel est représenté sur la figure suivante :

| Tube a
rayons-X

X

¥
A [y

Fentes Rayons
\{ ajustables réfléchis
b

e

Figure 17 : Schéma d’'un diffractomeétre de poudre de diffusiesm Rayons X

L’émission des rayons X est effectuée sur un ajipdeetype PANalyticalPW1050en utilisant la
raie Ko du Cuivre de longueur d’onde @le 1,54 A°, a la température ambiante pour une gaaene
2 théta comprise entre 0 et 70°. Le pas est & @\kec un temps de mesure de 2s/pas.

1.8.4 Microscopie Electronique a Balayage (MEB)

La microscopie électronique est une technique ebasér le principe des interactions
électrons-matiére, capable de produire des imagésete résolution de la surface d'un échantillon.
Un faisceau d'électron focalisé est dévié a tradesslentilles électromagnétiques, balaie la sarfac
de I'échantillon a analyser qui, en réponse, rBilédes differents faisceaux d’électrons (élecsron
rétrodiffusés). Une partie du faisceau est absopaédes atomes des différents éléments composant

la couche superficielle de I'échantillon. Cette@psion conduit a une dispersion d’énergie par une

68



Deuxieme Partie Mise en (Euvre Experimentale et Techniques d&lyses

série d’émissions électroniques appartenant au idemades rayons X secondaires, d’énergies
propres a chaque élémeriinergy Dispersive X-ray spectrome{BDX) (figure 18). Cette propriété
est exploitée lors de la microanalyse en utilisarg sonde EDX (MEB couplé a 'TEDAX).

Faisceau Electrons
Emission X électronique rétrodiffusés
Electrons
secondaires
ECHANTILLON
/ \ Courant
d’échantillon

Electrons
transmis

Figure 18: Représentation schématique des interactions faissagace d’échantillon

Chaque type d'électron est recueilli sélectivemefdst-a-dire que lorsque le faisceau d’électron
bombarde la surface bien polie, une partie dedréles la traverse, le reste est réémis sous forme
d’électrons secondaires. Ces derniers sont anapeeslifférents détecteurs et qui permettent de
reconstruire une image spéculaire en trois dimessie la surface.

Les observations effectuées par le MEB peuvergrgémes informations telles que :

- Latopologie ou relief de la surface d'un échaoiil|
- La morphologie, la forme et la taille de différentsnposants, la porosité de I'échantillon ;
- La composition élémentaire qualitative, les conegitns relatives d’éléments chimiques de la

surface de I'échantillon et leur distribution daes différentes phases.

Le microscope électronique a balayage utilisé éstmarque FEI de modéle Quanta 20@c le

mode environnemental (ESEM).

Cette technique a été utilisée pour observer laphaogie et la composition chimique des deux
chitosanes avec lesquels on a travaillé, le syigiinétet le commercial, le principe actif qui est la

tobramycine ainsi que les nanoparticules forméeseggolymeres cités précédemment.
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|.8.5 Caractérisation texturale

La texture d’un solide précise la morphologie ingedes particules qui le composent, c'est-a-
dire I'existence des pores ou espaces vides &tiaur du solide. Elle est définie par
sa surface spécifiqgue, son volume poreux totafprme et la taille de ses pores et la distribution
poreuse. La connaissance de ces caractéristiqgugmméisulierement importante pour expliquer la

capacité d’adsorption d’'un matériau.

1.8.5.1 Isothermes d’adsorption et de désorption dzote a 77K

La caractérisation de la texture des matériaux sepessentiellement sur les isothermes
d’adsorption et de désorption d'azote a 77K. Poéaliser ces isothermes, une technique
volumétrique classique est employée. L’apparelisgtiest du type Quantachrome Nova 200e.

L’analyse par la méthode volumétrique est basédasdétermination des quantités de gaz
adsorbée sur I'échantillon en fonction de la passi’équilibre. Avant d’effectuer toute adsorption,
la surface des échantillons étudiés doit étre dabsée de toute espéce retenue par adsorption
physique (molécules d’eau, dioxyde de carbone, Cek especes sont €liminées par dégazage sous
vide a une température donnée. Dans notre étudiggi@zage des deux matériaux (formulations F3
pour le chitosane synthétisé a pH=5 et 6) esta&aliune température de 50 °C pendant six heures.
Cette opération doit étre effectuée trés soigneasepour obtenir des résultats reproductibles.

L'isotherme d’adsorption est déterminée par I'ohiiciion séquentielle de quantités connues
de gaz d'adsorption ('azote) dans le porte éclamtiA chaque étape, I'adsorption du gaz par
I'échantillon se produit et la pression dans laur@ isolé chute jusqu'a ce que le gaz adsorbé et le
gaz restant soient en équilibre. L'application adol de Boyle-Mariotte permet de déterminer la
guantité d'azote adsorbée pour chaque pressionildég, par différence entre la quantité de gaz
introduite initialement et celle restante en étudi A une température donnée, I'ensemble des états
d’équilibre correspondant a des pressions compesé® 0 et la pression de vapeur saturante de
'adsorbat est appelé isotherme d’adsorption. @aliest représentée graphiguement en reportant la
guantité du gaz adsorbée par gramme d’adsorbafinetion de la pression relative (rapport de la
pression d’équilibre du gaz et de sa vapeur sdieixan

L’allure de ces isothermes nous renseigne sur Xture poreuse du matériau. Selon la
classification établie par I'lTUPAC (Union internatiale de chimie pure et appliquée), il existe six

types d'isothermes d’adsorption (figure 19).
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- L’isotherme d’adsorption dtype | est caractérisée par I'existence d’'une horizoritalduisant la
formation d’'une couche monomoléculaire sur un solidicroporeux (le rayon des pores est
inférieur & 25 A).

- L’isotherme d’adsorption dtype Il est caractérisée par une augmentation tres psigeede la
guantité adsorbée en fonction de la pression velaiCette isotherme est obtenue avec des
adsorbants non poreux ou macroporeux (le rayorpdess est supérieur & 500 A). On observe a
la surface de ces solides la formation des couatisgrbées s’épaississant progressivement. On
dit que l'isotherme d’adsorption du type Il estaéristique d’une adsorption multimoléculaire
(multicouches).

- L’isotherme d’adsorption duype IV a la méme allure que l'isotherme d’adsorption yhetll
pour des pressions relatives les plus basses.|@opressions relatives les plus élevées, elle est
caractérisée par un palier de saturation dontrgueur est tres variable (parfois réduit a un point
d’inflexion). Cette isotherme d’adsorption est ohite avec des adsorbants mésoporeux (le rayon
des pores est compris entre 25 et 500 A) danséésga produit une condensation capillaire.

- Les isothermes d’adsorption dype Il etV sont tres rares : elles different des isothermes
d’adsorption du type Il et IV aux pressions relasives plus faibles. Ce changement de courbure
du début de l'isotherme d’adsorption est interpngdé le fait que les interactions adsorbant/
adsorbat sont faibles.

- L'isotherme d’adsorption duype VI présente des marches caractéristiques d’'une aidsorp
multicouche sur une surface non-poreuse trés homeog€e type d’isotherme est rarement
observe.

Il est trés important de souligner qu'il s’agit de classification qui vise a distinguer les
adsorbants typiques. En réalité, les isothermesisdiption obtenues sont généralement des

isothermes d’adsorption composites révélant la dexitg des adsorbants étudiés.
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Vads Vads

II

PP, PP

Figure 19: Différents types d’'isothermes d’adsorption des

gaz selon IUPAC

Apres avoir atteint la saturation (B 1), en déterminant les volumes de vapeur restant
adsorbée sur le solide pour les valeurs de pressilatives (p/g) décroissantes, on peut obtenir
I'isotherme de désorptidi83].

1.8.5.2 Exploitation des isothermes d’adsorption etle désorption d’azote pour I'étude de la
texture des matériaux

Cette étude a pour but I'exploitation de ces isoties d’adsorption et de désorption d’azote
en vue de déterminer les caractéristiques textueligporeuses des matériaux, a savoir; la surface
spécifique, le volume poreux total, le rayon moges pores et la porosité en appliquant la loi de
BET (BrunauerEmmett etT eller).

Pour une description compléte de la texture dulepli est souvent intéressant de connaitre
la maniere dont le volume poreux et la surfaceifipée se répartissent entre les pores des diftéren

rayons.
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Le procédé de détermination que nous avons utkséelui deBarret, Joyner etHalenda, appelé
communément la méthode BJH. Cette méthode suppgsdagforme des pores présents dans le
solide est cylindrique. Une étude comparative elatrsurface spécifique BET £S) et la surface
cumulée obtenue par la méthode BJH, {Bpeut nous fournir certaines indications suppléaiess

sur la forme des pores présents dans le matériau :

e Si Sum> SgeT, les pores peuvent étre cylindriques fermés aextrémité, ou étre ouverts aux
deux extrémités et posséder des parties de séctpmrtante séparées par des étranglements ;
ils peuvent également étre en forme de bouteille.

* Si Sum < Sser, les pores contiennent de nombreuses cavités aigaégs. De plus, une
différence importante peut étre due a la préseacaidropores dans le solide.

 Si Sum= Sgem, les pores sont de formes tubulaires ouverts aux éxtrémité§84].

Micropore Macroporc

E

— SHIFACE EXIETRE e SHrface inferne

Figure 20: Représentation schématique des
Afin de démontrer que le rdidférentscootestitidesispdtrast ou des mésopores on utilise la

méthode proposée par Lippens et De Boer qui censistracer une courbe,¥ en fonction de
I'épaisseur t (thickness) statique de la couchéimeoléculaire adsorbée. La courbe ainsi obtenue,

appelée courbe transformée t, peut prendre lesfoones représentées sur la figure 21.
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Figure 21: Les trois formes possibles du diagramme-t les y@nsontrées pour
I'adsorption de I'azote sur les solic

Dans le premier cagofme 1), la courbe transformée t est une droite passant'grigine

dans tout le domaine des pressions relatives. Cetiebe est caractéristique d’'un adsorbant non

poreux.

Lorsque I'adsorbant est mésoporetorifie 1), la courbe transformée t est une droite tant

gu’il 'y a pas eu de condensation capillaire; #ipd'une certaine valeur de la pression relatiae,

guantité adsorbée est plus importante que cellesguait nécessaire pour former une couche

d’épaisseur t.

Lorsque I'adsorbant est microporeuforfme 111), la courbe transformée t n’est plus une

droite tant que les micropores se remplissentsglee les micropores sont saturés, il n'y a plus

d’adsorption et la courbe transformée devient unéalhorizontale.

L’épaisseur du film adsorbé dans le cas de I'agstédirée a partir de la relation de De Boer :
0,5

¢ 1399
th)y=| —2

0,034-log—
’p

0
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Troisieme Partie Résultats & Discussions

|. Caractérisation du chitosane
l.1 Extraction de la chitine et sa transformation @r voie chimique en chitosane
* Rendements des réactions

Pour extraire la chitine a partir destags des crevettes, on a utilisé une masse delelOg
poudre séche, qui a été traitée avec une soldiamide chlorhydrique (1M) pendant une nuit sous
agitation continue, a la température ambiante p@liminer les composés minéraux
(déminéralisation) qu’elle contient. Ensuite, awcontinué I'extraction avec une solution basique
d’hydroxyde de sodium a 10% pendant 6h et a unpéesture de 100°C, pour dissocier le complexe
chitine-protéines (déprotéinisation).

Par la suite, on a poursuivi le traitement par lam¢himent avec un mélange acétone/ éthanol
pour une nuit, puis par un agent oxydant, le patexg’hydrogéne, durant 30mn a la température
ambiante. Cette étape sert a éliminer les substaiaterantes, qui sont facarotene. On obtient a la
fin du traitement une poudre de couleur blancheegtila chitine.

Cette derniere a été traitée par une solution basigncentrée d’hydroxyde de sodium a 50%
pendant 3h a I'aide d’'un chauffage a reflux a 1208C profil d’'une réaction de désacétylation qui
conduit a I'obtention du polymere recherché, laasane.

Les résultats des rendements obtenus de chaque éamtraction ainsi que I'étape de
désacétylation, sont regroupés dans le tableaarsiv

Rendements = massede |'échantillon avant réacton 22]

massale |'échantillon aprés réaction

Tableau 13:Rendements des différentes étapes d’extractida gansformation de la chitine en

chitosane
Etape Déminéralisation Deéprotéinisation  Blanchimeni Désacétylation
Rendements % 38,564 43,31 96,51 89,53

Le rendement global du processus d’extraction ailane puis sa transformation par voie chimique
en chitosane est exprimée par la relation;

R (chitosane/exosquelette) = 8,96%
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|.2 Détermination de la masse du chitosane par viesimétrie

La masse moléculaire du chitosane synthétisé etchitosane commercial, ont été
déterminées par I'analyse viscosimétrique dansibe tapillaire type Ubbelohde avec les constantes
caractéristiques K=1,81*1nl/g et a=0,93 dans un mélange aqueux d’'acidecas®t 0,1M /NaCl

a 0,2 M a une température constante de 25°C.

La valeur de la constante caractéristique de tdocmation du polymeére, dans un solvant donné,
laisse suggérer que le polymeére se trouve sousefaenchaine plus ou moins ramifiée en solution.
Ce qui a rendu sa dissolution plus difficile, étdohné qu’elle a été obtenue seulement aprés un
temps de séjour dans la solution correspondanjoarg (une semaine). Les courbes/C) et (In
nr)/C en fonction de C permettent de déterminer $gosité intrinséquen], qui coincide avec leur
intersection sur I'axe des ordonnées (ordonnémrigine), selon la représentation sur les figures

suivantes :

09 T A g]rl;(r:))/c 1 1R6’£4§ 583’247‘~-‘y '
08 1 Linéaire (Inqr)/C | e

%7 T — Linéaire (ns/C) e

0,6 / BN

0,5 / y=16,14x+ 0,247
04 R== 0982

0,3

0,2

0,1

0 T T T T T T T T 1
0] 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04 0,045

Figure 22: Viscosité du chitosane synthétisé
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(Inqn)/C y=4581x+ 0,612
25 1 I R-=0.993
A (nsy/C) T

2 L Linéaire (In nr)/C

—— Linéaire (nsy/C)

W y=4231x+0,653 —
o ﬁ
= R==10,991
1 K
0,5
O 1 1 1 1 1 1 1 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04 0,045

Figure 23: Viscosité du chitosane commercial

A partir des traces ci-dessus des valetgg@) en fonction de C, nous avons deéeduits les valale

la viscosité intrinsequen] des deux polymeres (chitosane de synthese etselmé commercial) par
extrapolation, qui coincident avec I'ordonnéediidjine. L’application de la loi de Mark-Houwink,
présentée dans I'équation 17 sous les conditiddse<rci-dessus, nous avons déterminé leurs masses

moléculaires moyennes Mv, que nous avons regroape lé tableau qui suit :

Tableau 14:Valeurs de la viscosité intrinsequg et la masse moléculaire moyenne du

chitosanatéétisé et commercial

[»] (dl/g) Mv (Kg/mol) Mv (kDa)
Chitosane synthétisé 0,247 27,941 27,95
Chitosane commercial 0,612 74,126 74,518
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|.3 Détermination du degré de désacétylation du étosane

1.3.1 Détermination du degré de désacétylation dwchitosane par la méthode du titrage

potentiométrique

Le degré de désacétylation est calculé en comparané le nombre des groupements amino
libres (par unité de poids de I'échantillon) etdeids de l'unité glucosaming86], en utilisant

I'équation 19 proposée pAvadi M.R et al [48].

a) Chitosane synthétique

14
12
10 V4
8 -,
- /
T 6 4
4 /
*
2 ey
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
volume du titrant

Figure 24 : Courbe de titrage potentiométrique du chitosarnelsdtisé

b) Chitosane commercial

14
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volume du titrant

Figure 25: Courbe de titrage potentiométrique du chitosanamercial
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A partir de ces figures, nous avons tiré les valeler X et Y, qui sont les volumes (ml) de la soluti

de NaOH consommeés aux points d’équivalence.
Ou f: estla molarité de la solution de NaOHbffip C=0,1025 M

w : la masse utilisée du polymere (g), 18g0

Tableau 15:Valeurs de X, Y etle DD

X (ml) Y (ml) DD %
Chitosane synthétisé 12,5 14,5 88,72
Chitosane commercial 27 32 64,12

1.3.2 Détermination du degré de désacétylation dghitosane par spectrométrie infra rouge

(FTIR)

Les valeurs des absorbances des bandes les paciéeatiques, celle de la fonction amide

(bande amide 1) par rapport a celle de la fonc@dh (alcool), sont utilisées pour la déterminatian d

degré de désacétylation DD, puisqu’elles soop@rtionnelles aux concentrations respectives des

especes considérées (loi de Beer-Lambert).

La détermination du DD ou DA (DD =1 - DA) a été&dte par plusieurs auteurs. Elle est fondée sur

la comparaison entre I'absorbance d’'une bande sjupmportionnelle a la désacétylation (bande

amide | mesurée & 1655CMgss) et & I'absorbance de la seconde

1,8

1,6

3446
A=1,48524

1,4

A=1,24996

1,2

1,0

T T T
4000 3000 2000 1000

Nombre d'ondes

Figure 26 : Spectre IR du chitosane synthétisé
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bande qui est indépendante de la désacétylatiguiateste constante, du fait que ce groupement
fonctionnel (OH) ne subit pas de modification clgoe lors de la formation du chitosane (bande de
référence de OH & 3450 @m Aassg [36]. Pour notre étude, les bandes en question et
caractéristiques des deux fonctions, sont |égénenécalées de 3 chmet 4 cril, situées a des
fréquences de 1658 et 3446 respectivement. Cegssénagligeables sont dus aux conditions
expérimentales de préparation des échantillonpraiablement méme aux différences des poids
moléculaires entre ceux des chitosanes étudiéspetitis moléculaire du chitosane de référence.

En utilisant I'équation 20 donnée paernandez Cervera et al [53]le DD calculé est d85.27%,

une valeur proche de celle déterminée par la méthotentiométrique.
|.4 Etude de la solubilité du chitosane dans I'aciel acétique

|.4.1 Effet de la concentration

L’étude de I'effet de la concentration de I'acideque sur la solubilité des deux polymeéres,
a été réalisée sur des solutions de I'acide entiquea différentes concentrations. Les courbes ci-
dessous (Figure 27) représentent le taux de siduldles deux polymeéres, en fonction des

concentrations des solutions d’acide acétique.

Chitosane svnthétique Chitosane commercial

150 150

100 100 ‘\_‘__‘_,——\
\ 30

50

50 @ 0,5 1 \ 1,5 2.5
-50 ' -100 \\
100 \ -150 \
-150 \ =200

-250 \
-200 \\‘ 00 \1

-250 -350
Concentration de I'acide acétique Concentration de I'acide acétique

[y ]

-.o -
/
[T
‘M |
o
Taux de solubilite

Taux de solubilité

-a- -b-

Figure 27 : Taux de solubilité en fonction de la concentratitercide acétique
a) chitosane synthétique ; b) chitosane commercial
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Ces figures montrent que les deux chitosanes (&figtle et commercial) sont solubles a des
concentrations d’acides acétiques inférieurs a lldvatteignent des taux de solubilité trés éledes
93,75 et 97,27 respectivement a une concentragdh)IM. En effet le chitosane est soluble dans les
acides dilués, grace a la protonation de ses gsoapeno (-NH) libres suivant I'équilibre acido-
basique:

-NH+HO" = -NH3"+H0
Et ces protons proviennent de la dissociation @agde acétique suivant I'équilibre :

CHCOOH+HO = CH3COO + HO"
Ka=|CH,COO |x|H,0"|/[cH,cO0H

Avec Ka : constante de dissociation de I'acide

On remarque que plus la concentration de I'acidemgsortante plus sa constante de dissociation est
faible. Par conséquent il y aura moins de protoh8lidrés, ce qui engendre une diminution du taux
de solubilité du chitosane.

Quand la concentration de l'acide est supérieutdala valeur du taux de solubilité calculée est

négative. Ce qui explique que la quantité retemsoluble) est supérieure a la quantité du polymere
dissoute dans ces solutions. Cela est attribué r@otasolubilité du polymére d’'une part et au

piégeage des molécules d’acide entre les chainekithsane.

1.4.2 Effet du pH

Les courbes de solubilité des deux chitosanesHhétisé et commercial) en fonction du pH,
ont été obtenues a partir des solutions de polyneére0,1M d’acide acétique a différents pH (3, 4,
5,6, 7 et 8).
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Figure 28: Taux de solubilité en fonction du pH de la solutibacide acétique

a) chitosane synthétique ; b) chitosane commercial

Puisque dans le domaing BH<6, on a la concentration de®l élevée et la dissociation de

I'acide acétique est plus importante. Donc plusHeaugmente moins I'acide acétique est dissocié.

D’ou le polymére présente des taux de solubilitédéa avec I'augmentation du pH.

|.5 Caractérisations par spectrométrie infra rouge(FTIR)

Dans ce qui suit, les différents spectres IR déirdnts échantillons ont été obtenus a

différentes étapes du traitement de I'exosquelette

Les spectres IR de la chitine et du chitosane ésgmtés dans la figure 29, révélent I'existence de

plusieurs liaisons dont les intensités des bantdssdrption correspondantes, et leur nature varient

d’'un échantillon a un autre. L’ensemble des bamtissorption attribuées soit au chitosane ou bien

a la chitine ainsi que leurs modes de vibrationt segroupées dans le tableau ci-dessous.
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Figure 29:Spectre FTIR de la chitine et de chitosane syisthét
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Figure 30: Spectre FTIR des chitosanes synthétisé et comaherci
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3290-3380 3265-3200 v NHsetas

3300-3650 3446 v OH

2850-2960 2874-2980 vCH

1655 1658 v CO (amide I)

1555 1558 § NH (amide 1)

1406 1417 v N-C

1379 1378 o CHs, 8 OH

1325 1320 8 CH,

1310 1314 § CH (CH; ou Ch)

1265 1261 8 H-N-C

1033 - 1167 1026-1156 v C-O fortes (superposition
d’alcool et éther cyclique

1030 - 1070 1029 v C-O et OH fortes
(alcool primaire -CHOH)

v : vibration de valence), : vibration de déformation, s : symétrique, asynaetrique.

Cette technique permet aussi de déterminer l'indiéceristallinité (IC) du chitosane et de la

chitine, Focher B et al[86] ont rapporté que la cristallinité de ces polymérest étre estimée a

-1 -1
partir de leurs spectres IR en comparant l'intéreits bandes a 1379 oet a 2900 cm attribuées

aux phases cristalline et amorphe respectivemenir. Ros polymeres, 'indice de cristallinité de la

chitine, chitosane synthétisé et chitosane commlesont de 1.1439, 1.3455 et 0.944 respectivement.

Dans la figure 31, les spectres de la chitine ethdiosane présentent les différences suivantes :

1- Accroissements trés importants des intensités dedds d’élongation de N-H & 3265-3200'cm

observées en particulier sur le spectre IR du shite synthétisé et correspondant aux groupements

amino formés.

2- Déplacement de la bande amide | dans la chitiné&lcm’® vers les fréquences inférieures a

1658 cnidans le chitosane, en raison des liaisons hydreggine importantes.
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3- Une intensification de la bande associée & la dé&ftion de la liaison NH & 1623chpar rapport
a la bande amide | & 1658 ¢ndans le chitosane, par comparaison avec les bafdelans le

spectre IR de la chitine, due a 'augmentation olonlore de NH formé sur la chaine du chitosane.

-1
4- Intensification de la bande associée a la phastaliime a 1378 cndans le chitosane par rapport

a la chitine, chose confirmée par le calcul dalite de cristallinité de ces deux polymeres.

1,4
—— Chitine
——— Chitosane
1,2 .
1658cn
N 1623cn™ 1378cn™
1,0 \! !
, '« ;
§ 0,8 1 i \T I
ol
j
0,4 / X
i -1
02 1661cn
0’0 N T T T
1700 1600 1500 1400

Nombre d'ondes (c'r}'1)

Figure 31 :Spectres FTIR illustrant les différences entredgosane synthétisé et la chitine

D’aprés les études réalisées panaudo M [38], dansa-chitine on retrouve deux bandes a
1623cn* et & 1656ci attribuées a la bande « amide | » de la fonctinitla secondaire, tandis que
dansp-chitine il y apparition d’une seule bande d'alpion & 1626cn (figure 34). Et dans notre
cas, on note I'apparition des deux bandes a 1623tra 1661c dans la chitine, alors qu’elle est &
1658 cm dans les deux chitosanes, synthétisé et commg(ffiagaire 33). Ce qui nous permet
d’attribuer a la chitine, qui a servi pour syntkétile chitosane commercial le type de conformation

‘alpha’.
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Rinaudo M rapporte aussi que la bande & 1656 ciflans notre cas 1661¢)n due & la liaison
hydrogene intramoléculaire, entre le groupementNIKC=0, celle-ci est retrouvée beaucoup plus
dans les protéines (qui sont des polysaccharidegfs epolyamides, contrairement a la bande IR a
1621cm', qui n'est pas présente dans ces derniers. llnaleaue son apparition indique, soit la
présence d’'une liaison hydrogéne spécifique, datgeoupement C=0 et le groupement
hydroxyméthyl de la molécule adjacente, sur la méira@ne de la chitine, ou la forme énole de

'amide, comme le montrRillai C.K.S et ces collaborateurs [87¢lans la figure 32 :

I

_ILlalson:Q,
hydrogénes
indiquées a

A621cm'

i WC
H/ "-"‘CHa

Figure 32: Structure moléculaire et les liaisons hydrogénassd-chitine

86



Troisieme Partie Résultats & Discussions

120

. ’v

Chitine ~
£ 60 4 CH de synthése
B CH commercial =*

20 -

T T T
1800 1600 1400 1200
Nombre d'onde (cm'l)

Figure 33: Spectre IR de la chitine et du chitosane synthétigt
commercial entre 1900-1200¢m
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Figure 34: Spectre IR de la chitine : (a) type(b) types [38]
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CH dém : Exosquelette aprés étape de déminéralisation
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Figure 35 : Spectres des différents échantillons issus denthége du chitosane
Dans la figure 35 on a superposeé les spectres $Rlifférents échantillons issus de chaque

étape de purification : exosquelette, déminéralidéprotiénée, chitine blanchée et le chitosane On

observe :

- A la fréquence correspondant a la vibration denadedu groupement —OWQOH & 3446c¢rit
apparait une bande sous forme d’'un épaulemenefaiapparait de plus en plus une bande large de

forte intensité et dans les autres échantillons ptupurifie le produit plus elle est intense.

- A 3265cnT on observe une bande qui devient de plus en phemde, elle est associée aux

vibrations de valence symétriques et antisymétaqlie—NH.
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- A 2928 et 2960ci on enregistre deux bandes dans I'exosquelettaibes$ intensités qui sont
associées aux vibrations d’allongement symétrigee GH-OH puis elle apparait comme un
épaulement dans I'échantillon déminéralisée a 2940 et sous forme d’une bande moins intense
dans I'échantillon déprotéiné avec apparitionlswspectre de ce dernier échantillon d’une nouvelle
bande large & 2288¢hplus intense que les deux derniéres, elle estigssa la vibration de valence

symétrique de la liaison CoHt qui devient plus intense apres I'étape de aédgation .

- On retrouve sur tous les spectres la bande assd€@engation de la liaison C=0 (amide |) avec

une intensité plus au moins identique dans l'iratevde fréquence [1640-1668] ¢m

- On retrouve une bande a 1623twui correspond a la bande de déformation dansate ge la
liaison N-H (amide secondaire) qui apparait plusrement dans I'échantillon déprotéiné, la chitine

et le chitosane.

- A 1558 cm' elle apparait une bande associédléH de NH correspondant & la déformation dans

le plan de N-H du groupe amine.

- Dans I'échantillon déminéralisé il y a apparitionre nouvelle bande & 1417¢mui correspond
a80H et3CH dans le cycle et & 1378 ¢l y a une bande associé®@H; de la phase cristalline,
elle est plus importante dans le chitosane quetsuéchantillons. Et la bande a 1314'cest
attribuée @CH, du groupement CiDH.

- On retrouve les bandes a 1260cet 1204 cnt associées aux élongations C-O du cycle ou de
H,C-OH.

- A 1155 cm on enregistre une bande associée & la vibratiélordjation de C-O-C de I'éther

cyclique.

- Dans l'intervalle de fréquence [1125- 600] ton enregistre plusieurs bandes qui sont associées
aux vibrations de différentes liaisons dans leeydéformation de OH dans le groupement-CHH
primaire ou élongation de C-O d’éthers.

Ces résultats concordent avec ceux trouvés aveuci@analyse par 'TEDAX qui montre qu’'apres
I'étape de désacétylation le pourcentage massigusarbone (C%) et de I'azote (N%) ainsi que le
rapport N/C augmentent tandis que le pourcentadexigéne diminue tableau 17.
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Tableau 17:Analyse élémentaire de la chitine et du chitosane

Les éléments %
_ N/C
Echantillons N C o)
Chitine 6.69 53.87 27.15 0.12
Chitosane synthétique 11.17 64.25 24.10 0.17
Chitosane commercial 12.03 64.38 22.42 0.18

|.6 Analyse thermogravimétrique

Les thermogrammes, présentés sur les figures &8,38 montrent la variation de la masse
du polymére au cours de sa dégradation en foncléota température (courbe TG), ainsi que la
variation de la vitesse a laquelle cette dégrada#ioeu lieu (courbe DTG) pour la chitine, le

chitosane synthétique et le chitosane commerciglecivement.
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—o— DTG
—_ N - 0
e\i * *
o)
C —~
p=] (S
S £
o -2
OJ N—r
¢ o
2 a4 1 R e fa)
a v/ [ TvYvervvvwewy vov
P
- -4
0 T T T T T T '6
100 200 300 400 500 600 700

Température (C°)

Figure 36: Thermogrammes ATG/DTG de la chitine
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Figure 37: Themogrammes ATG/DTG, du chitosane synthétique
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Figure 38: Thermogrammes ATG/DTG du CH commercial

Les températures de dégradation et du début dedEtgrn, sont présentées dans le tableau suivant :
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Tableau 18:Températures de décomposition de la chitine, chitegsynthétique et commercial)

Echantillon T4(C®) Tmax (C°) T (C°) Résidu a T(%)
T1=65.2
Chitine 40.1 T2=264.3 380.6 42.652
T3=347.7
T1=60.6

CH synthétisé 19.4 T2=265.7 373.9 44.454
T3=324.9
T1=71.5

CH commercial 57.7 331.2 55.938
T2=271.544

Ou:

Tq4: Température de début de dégradation prise a 2@ masse dégradée ;

Tmax: Température de dégradation qui correspond a wmmian de la vitesse de dégradation ;
T¢: Température finale de décomposition a laquelle@note pas de variation de masse ;
Résidu a T : résidu enregistré &.T

Les trois thermogrammes des échantillons : chiinghitosanes (de synthese et commercial)
montrent une perte de masse initiale a T< a 1008Qui est attribué au départ des molécules d’eau
ou de solvant restés attachés dans leurs struatiges ont servi pour leurs synthese.

Les deux chitosanes synthétique et commercial geadént entre 200 et 300C° avec une
vitesse de dégradation maximale a 265.7 et 271 .5dKpectivement (figures 37 et 38). Ce résultat
est en accord avec celui trouvé pargraha Edhi Suyatma [88]qui rapporte une température de
dégradation de 253C°.

Le résultat de cette analyse montre que le chitosgnthétisé présente une température de début de
dégradation et une température de dégradationfgilie que celle du chitosane commercial ce qui
est dU probablement a la différence de leurs massessimétriques, le premier présentant un poids
moléculaire inférieur a celui du second polymere.

Cette analyse montre que la température de dégradid la chitine est de 264.3°C qui est

faible devant celle du chitosane qui est de 265.€8Cqui est d( probablement a I'effet qu’il peut
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avoir lieu la différence de leurs cristallinité. t@econclusion confirme nos résultats de I'analyse
infra rouge.

Cependant le pic a 347.7C° dans la chitine esbaéra I'existence des impuretés et il est
décalé a une température plus basse a 324.9Cladahisosane synthétisé et nous pensons que cette
diminution de la température de dégradation esédaltat d’'une forme plus libre de ces impuretés

provoqueée par la réaction de désacétylation.

1.7 Analyse par diffraction des rayons X

L’analyse des diffractogrammes des rayons X det®nmiaax chitine, chitosane synthétisé et
chitosane commercial présentés sur les figuregssalis révelent I'existence de phases cristallines

par la présence des pics caractéristiques.
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Figure 41: Courbe DRX du chitosane commercial

La chitine et le chitosane présentent une struattiséalline orthorhombique.

Nous observons sur les diffractogrammes de langhit du chitosane synthétisé apparition de pics
de cristallinité aux mémes positions (@=29.2°, 19.09° et 26°) et (802 9.2°, 19.09° et 25.93°)
respectivement, avec des intensités relativemestipiportantes pour le chitosane synthétisé, ce qui
caractérise un polymére plus ou moins cristalbsén(-cristallin).

De son coté le chitosane commercial présente urm [ 19.97° et le pic détecté dans les deux
autres échantillons a 26° n’apparait pas, tandislgpic a 8=9° apparait ici sous forme d’une large
bande. Nous pensons que cela est une conséquertcaitdment industriel qu’il a subit et qui a

engendré une diminution de sa cristallinité et tesd un matériau plus amorphe.

Ceci a pour conséquence d’augmenter, d’'un poimuegephysico-chimique, sa solubilité par rapport

a celle du chitosane synthétisé.

|.8 Caractérisations par la Microscopie Electroniqie a Balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage est unenigae qui nous permet de visualiser la
morphologie d’'un matériau, dont la taille de sedipales dépend de la nature, de I'orientationest d
la disposition spatiale des éléments dans le coénpmcromoléculaire. La chitine et le chitosane

sont de longues chaines de polysaccharide, cobstdunités de répétition D-glucosamine et N-
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aceétyl-D-glucosamine, liées par des liaisopg1-4) formant ainsi une fibre naturelle. Les image
MEB ainsi représentées illustrent clairement cettacture fibreuse, caractérisée par un diametre
moyen des fibres, de I'ordre de 7um pour le chibessynthétisé et de 5,8 um pour le chitosane

commercial. Celle du chitosane est plus ou moirf®ume et ordonnée que celle de la chitine.

30 pm
Quanta

' L s
o~ % !
d - o e G\ e 8 e
<= HvV mag |pressure| WD spot| ——— 40 ym ——@@— det HvV mag |pressure| WD spot| —— 10 ym —@@™
GSED [12.50 kV[1 391 x| 119 Pa [11.5mm| 5.0 Quanta GSED [12.50 kV|6 000 x| 130 Pa [10.7 mm| 5.0 Quanta

Figure 43:Images MEB du chitosane synthé
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[—c 10 1111 Re— HV ‘ 1/20/2010 ‘ WD mag | det |spot —— 10 pm ——

Quanta 15.00 kV|11:29:37 AM [10.6 mm |3 000 x| GSED | 6.0 Quanta

Figure 44:Image MEB du chitosane commerc

La comparaison des images MEB du chitosane syqgtleégt commercial, montre qu’il existe

une trés grande similitude entre les deux formagfises des deux polymeéres.
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II. Caractérisation de la tobramycine et étude antbactérienne
II.1 Caractérisations par spectrométrie infrarouge(FTIR)

Le spectre IR de la tobramycine, présenté danglaef 45, montre I'existence de plusieurs
bandes d’absorption dans l'intervalle de fréquen@eint de 4000 ctha 400 crif, attribuées aux
différentes liaisons de la molécule. L’ensemble blasdes d’absorption ainsi que leurs modes de

vibration sont regroupés dans le tableau ci-dessous

Tableau 19 Principales bandes d’absorption de la tobramycih&ears groupements attribués

-1 -1
Fréquence (cm) données par Fréquence (cm) Attribution aux liaisons
la littérature enregistrée
3500-3100 3443.65 2 doublets de NH; s et a5
3350.94 d’amine primaire liés par
3291.34 des liaisons hydrogéenes
3178.76 inter et intramoléculaires

superposées & (OH)j¢,
d’alcool large.

3000-2800 2927.11
A% CHZ,S et as
2907.25
1650-1580 1599.46 dapNH; (cisaillement)
1550-1430 1465 v (N-C) d’amine primaire
1500-1000 1350 d OH tertiaire superposée

avec les bandes de
déformation de CH
1200- 1000 1068-1010 Chevauchement de
plusieurs bandesC-O

d’éther cyclique et non
cyclique avec celle
d’alcool (fortes)
800-600 800-600 Plusieurs bandes faibles|de
ShpNH2

v : vibration de valence, : vibration de déformation, s : symétrique, asynaétrique.
dp : dans le plan, hp : hors plan
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Figure 45: Spectre FTIR de la tobramycine

1.2 Analyse thermogravimétrique
La figure 46 présente les thermogrammes de la perteasse ATG(%) et de la cinétique de

dégradation DTG (%/min) de la tobramycine, en famcide la température par balayage entre la
température ambiante et 600°C, avec un pas de miCD’apres la cette figure, on constate que la
température de début de décomposition thermiqueawsioisinage de 86.8C°. La courbe DTG

traduit la vitesse a laquelle se décompose la moyrene, d'aprés celle-ci on remarque deux pics
correspondants a I'apparition de deux plateauxé&igatiation, le premier est dd a I'évaporation des
molécules du solvant a 74.6C° et le second correb@ola décomposition de la tobramycine a

273.6C°. Les résultats sont regroupés dans leaalgjei suit :
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Tableau 20:Températures de décomposition de la tobramycine

Résultats & Discussions

Echantillon T4 (C°) Tmax (C°) T: (C°) Résidu a T(%)
T1=74.6
Tobramycine 86.8 To= 2736 460.2 44.735

Ou:

Tq4: Température de début de dégradation prise a 2@ masse dégradée ;

Tmax: Température de dégradation qui correspond a wmmian de la vitesse de dégradation ;

T¢: Température finale de décomposition a laquelle@note pas de variation de masse ;

Résidu a T : résidu enregistré &.T
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Figure 46: Thermogrammes de la perte de masse (ATG) etdsse@tde dégradation
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Température (C°)

500 600

(DTG) de la tobramycine

I1.3 Analyse par diffraction des rayons X

-10
700

Le spectre DRX de la tobramycine représenté sufigiare 47 présente une structure

cristallographique non connue dont les pics les pitenses sont observés pour des valeur$de 2

8.11°, 11.26°, 17.35°, 17.89°, 19.42°, 20.94° €032
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Figure 47: DRX de la tobramycine

1.4 Caractérisations par la Microscopie Electrongue a Balayage (MEB)

L’examen d'une poudre de tobramycine cristalliséalisée sur deux sites distincts de
'échantillon, a donné les deux images par MEB riigd8 avec différents grossissements et a

différents endroits, qui montrent une structuresgu moins fibreuse.

2010 | WD mag | det |spot 30 pm 3 | 10 urm ——
2 AM| 9.8 mm | 1600 x| GSED| 6.0 Quanta 10 vD | po | —10pm——~ |

15 KV 9.8 mm|3 [eTENTEY

Figure 48: Image MEB de la tobramycine
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I1.5 Etude de I'activité antibactérienne du chitosae

Afin d’étudier I'activité antibactérienne du chéene (CH) et du chitosane associé a la
tobramycine, présentant des poids moléculaireeetddgrés de désacétylation différents, vis-a-vis
du germe deStaphylocoque aurey$220), des tests sur gélose ont fait I'objet elitecétude au
moyen de la technique des puits a différentes caratéon du polymere et pH. Les résultats obtenus
sont présentés et commentés dans cette partie.

Le diametre critique de la zone d’inhibition sugulle repose notre étude, est donné par les stable

établies par le Comité d’Antibiogrammes de la SiEckrancaise de Microbiologie (CASFM), qui est

de 18mm et définit la sensibilité deStaphylocoques aureygermes) vis-a-vis de la tobramycine

(antibiotique)[89].

- Le diametre obtenu apres incubation pour le tesbié est 30mm,

- Pour notre tobramycine en solution a 0,3% déposée an volume de 20, on a obtenu un

diametre de la zone d’inhibition de 31mm, pour lanme durée d’incubation. Ce qui confirme la

sensibilité des germeéxdaphylocoques aureasnotre principe actif.

- Pour les tests réalisés avec les deux polymeérds, seua remarqué la formation de petites zones
d’inhibitions autour des puits. D’apr&¥ang [90] et Changet al, [91] le chitosane a 0.5, 1 et
1.5%, peut inhiber la croissance Sf@phylococcus aureukans ces mémes conditions. Ce qui nous
laisse supposer que la viscosité du polymere éfaataur qui ne favorise pas sa diffusion dans la
gélose, pour agir suffisamment contre les germda deuche précédente.

Figure 49 : Zones d’inhibitions (a) disque de tobramycine,t@iijramycine en solution a 0,3%
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pH=5.€

pH=6.2

Figure 51: Test d'activité pour le chitosane commercial 102
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Tableau 21:Diametres de zone d’inhibition pour le complexigadane synthétisé-tobramycine

Diametre d’inhibition (mm)

Tobramycine +CH 4 0.5%| Tobramycine +CH & 1% Tobrasine+ CH & 1.5%
pH 5.8 6.2 5.8 6.2 5.8 6.2
20 /10pl 32 28 30 27 33 25
20/20pl 34 28 28 27 27 28
20 /30ul 32 27 30 26 29 25

Tableau 22:Diametres de zone d’inhibition pour le complexgadane commercial-tobramycine

Diamétre d’inhibition (mm)

Tobramycine +CH 240.5% | Tobramycine +CH a 1% Tobrasime+ CH a 1.5%
pH 5.8 6.2 5.8 6.2 5.8 6.2
20 /104l 45 31 35 30 32 29
20/20ul 38 30 30 29 28 27
20 /30yl 32 30 28 27 27 26

V (Tobramycine/ CH)= (20/3Q)!

Figure 52: Zones d'inhibition pour le CH synthétisé-tobranmgca différents volumes
d’injection a pH=5,8 103
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V (Tobramycine/ CH)= (20/30l)

Figure 53 : Zones d’inhibition pour le CH synthétisé-tobranmgca différents volumes
d’injection a pH=6,:

V (Tobramycine/ CH)= (20/20l)

V (Tobramycine/ CH)= (20/30)

Figure 54 : Zones d’inhibition pour le CH commercial-tobramyeia 104

différents volume d’injectiopB=5,8
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V (Tobramycine/ CH)= (20/2@)

V (Tobramycine/ CH)= (20/3@)

Figure 55: Zones d’inhibition pour le CH commercial-tobramyeia
différents volume d’injection a pH=¢

Les résultats obtenus pour les zones d’inhibitérélent que le chitosane, a différents poids
moléculaires, concentrations et degré de désatiétylassocié a la tobramycine améliore nettement
l'activité antibactérienne a pH= 5,8. Ceci est dix @ropriétés physico-chimiques du polymere,
comme il a été montré dans le test précédent déit#. Plus le pH diminue plus la solubilité
augmente, grace a la protonation des groupemenisilidhitosane, et plus les chaines du polymeére
seront mieux solvatées et peuvent ainsi mouvos plsément dans le milieu, pour atteindre la cible
(germes). La formation d’ammoniums peut avoir égalet deux conséquences tres importantes : la
premiére est de développer un pouvoir catalytique I'antibiotique, et la seconde de fixer les
germes afin d’'inhiber leur action (effet bactératgiue du polymere). Dans notre cas, plus la
guantité augmente plus I'activité diminue, cariscusité de I'échantillon polymere-principe acst e
d’autant plus importante qu’il est difficile de filifer dans le milieu.

L'effet du poids moléculaire et le degré de désdatibn sont observés, le chitosane
synthétisé présente un DD supérieur a celui comaleé et un faible poids moléculaire, mais

lactivité antibactérienne croit avec l'augmentaticdu poids moléculaire. Ainsi, I'activité
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antibactérienne est plus prononcée a faible coratéori. Ces résultats sont appuyés par les travaux
de Mohy Eldin M.S et al [81] et Qin C et al [92] En regle générale, plus le poids moléculaire
diminue, plus les chaines du polymére ont plus ibertt de diffuser ainsi que lactivité
antibactérienne augmente. Néanmoins, cette augtimmtest limitée,Kim S.K et Rajapakse N

[93] rapportent que I'activité antibactérienne dépenssadu degré de polymérisation et de type de
bactéries cibles. Ces deux derniers auteurs rajbatessi que la charge positive du groupement
amino sur le carbone C2 de la chaine, forme un e@vec les charges négatives du groupement
carboxyle, localisées a la surface de la cellutgdsgenne, en formant ainsi une couche imperméable
pour la bactérie. Par conséquent, elle subit ustati#isation de son métabolisme, en bloquant le
passage des éléments nutritionnels vers l'intérdeula cellule. Une hypothése qui peut étre émise,
en plus de l'effet du poids moléculaire et du dedgédésacétylation, la pureté du produit est une
caractéristique physicochimique trés importante aut influencer énormément ['activité
antibactérienne du polymere, et de la celle ducpp@actif en question. Donc, on peut aussi penser
gue notre polymere, malgré son poids moléculaitdeat son degré de désacétylation important, le
fait qu’il est moins pur que le chitosane commeéyadas quantités mémes infimes de protéine$-de
carotene et de calcite, subsistant aprés la symthéshitosane, peuvent constituer des impuretés qu
auront une action favorable a la prolifération desmes. Et par conséquent diminuer globalement
I'effet bactériostatique du polymére. Par ailleuBgaulieu C et al[94] précisent que le poids
moléculaire, le degré de désacétylation et latpudel chitosane sont trois caractéristiques qui
doivent étre précisément contrblées. Il rajoutesiagsie la pureté du produit de chitosane est
incontournable, surtout pour les applications deatés gamme. Cette pureté est évaluée par les
guantités de minéraux, de protéines ou de matiasedubles résiduelles qui peuvent rendre moins

efficace en bloquant des sites réactifs, c'estélds groupements amines libres de la molécule.
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lll. Cinétique de libération de la tobramycine
[11.1 Caractérisation texturale

La caractérisation de la texture des matériaux sepessentiellement sur les isothermes
d’adsorption et de désorption de I'azote a sa teatpee de liquéfaction (77°K). Rappelons que la
texture d’'un solide peut étre définie par sa s@rfgmecifique, son volume poreux, la forme et ligetai

de ces pores ainsi que la distribution poreuse.

L’allure des isothermes d’adsorption est un pareengparmi les indicateurs de formes et des
caractéristiques texturales des matériaux solides.

Les isothermes d’adsorption-désorption d’azote smatées, pour les deux adsorbants du
chitosane synthétisé (F3 a pH=5 et 6), en por@mulantité adsorbée par gramme d’adsorbant en

fonction de la pression relative. Les résultatgobs sont tracées sur la figure 56.
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200 1

150 o

3
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Figure 56: Isothermes d’adsorption et de désorption d’azote
pour F3 a pH=5¢et 6

Les isothermes d’adsorption de gaz azote, obteswiekes deux matériaux s’apparentent au
type Il de la classification de 'lUPAC.

Les parametres cités ci-dessus ont été détermmégp@iquant la loi de BET (Brunauer,
Emmett et Teller) qui est valable dans le domaireptession relative 0,85P/R < 0,35. Les

résultats sont regroupés dans le tableau 23:
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Tableau 23:Caractérisation des pores des formulations F3 ditoshne synthétisé

Résultats & Discussions

Volume Surface Rayon moyen
Matériaux F3 | poreux total | spécifique | des poresy Porosité
Vp (cm’/g) Sger (M2 /g) (4)
pH=5 0.3405 298.079 1021 0.0432
pH=6 0.1377 116.395 1068.8 0.0179

On observe que I'échantillon F3 préparé a basehitasane synthétisé a pH=5 présente une
surface spécifique plus importante. Par consédeerdlume du gaz adsorbé est alors important. Ce
résultat concorde avec ceux trouves pour I'étudéadsolubilité du polymere a différents pH ; le
chitosane préparé a pH=5 est plus soluble que pefpiaré a pH=6, due a la bonne dispersion des
chaines du premier. Lors de la formation des namiopé&s, celui-ci donnera des nanoparticules de
tailles plus petites, que s’il été préparé a pH=6.qui est en accord méme avec la définition de la

surface spécifiqgue, qui montre que le polymere &9hbrésente une surface spécifique plus
importante.

Le rayon des pores formés pour les deux matériaugupérieur a 500 Cette gamme de tailles de

diamétre appartient beaucoup plus a la famillendasropores.

Une étude comparative entre la surface BET etrfase cumulée calculée par la méthode BJH, peut
nous fournir quelques indications complémentaigsia forme des pores présents dans les deux
matériaux (tableau 24).

Tableau 24Surfaces spécifiques déterminées par les métigige€et BJH

Matériaux £3 | Surface spécifique| Surface cumulée
Sger (M?/9) Seum (M2 /)
pH=5 298.079 233.043
pH=6 116.395 93.446

Pour les deux matériaux de nanoparticules, on vbsgpre get > Sum La littérature prévoit
dans ce genre d’'inégalité, I'existence de poregermnt des cavités sphéroides, tout comme elle
peut étre due a I'existence non seulement des pa@®, mais aussi des micropores un résultat
approuvé par I'étude ddeziti C [95].
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Afin d’appuyer cette hypothese, nous avons utlisenéthode proposée par Lippens et De Boer qui
consiste a tracer une courbggden fonction de I'épaisseur t (thickness) statigigela couche

multimoléculaire adsorbée (figure 57).
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Figure 57 :Diagramme-t de la formulation F3 pour le chitosayathétisé

L’examen des courbes précédentes obtenues surHastd#lons de nanoparticules formées a
pH=5 et 6, montre que les deux courbes transfotneéerespondent a la forme Il de De Boer. La
forme Il correspond aux adsorbants microporeux.

A partir de la caractérisation texturale, on cohaue les formulations élaborées par le
chitosane a pH=5 et 6 contiennent a la fois degaopaces et des micropores. Ce qui explique que la
tobramycine, lors de sa libération suit plus paflizement un mécanisme de diffusion (voir
chapitre I, premiére partie) limité par un phénoemeéle transport par convection dans un liquide

remplissant des macropores et des micropores.

l1l.2 Etude de la cinétique de libération du principe actif

L’approche la plus considérée pour améliorer tadisiponibilité de la tobramycine, dans le
compartiment oculaire, été son incorporation damsmatrice polymérique adhésive qui va retarder
sa vitesse de libération. Sur le plan de la ret¢iegres hydrogels de chitosane sont trés étudigis po
des applications dans les domaines biomédical @hmceutique. Notamment, pour la libération de

molécules actives en raison de sa biocompatilatiga biodégradabilité.
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L’élaboration des formulations ébération prolongée a pour bdé diminuer la surface
contact du PAavec le milieu imulant le milieu physiologique, afin de lui coréérun effel
« retard ».

Cette étude a pour but d’examiner les résultata tibération de la tobramycirin vitro, afin
d’évaluer la cinétiquele relargage en fonction de la concentration dtosan, a différents poids
moléculaires et degrés désacétylatic, ainsi qudes conditions du pH dans lequel on a dissol
polymére. Ce dernier serviggar la suitea I'élaboration des différentes formulati, avec la
méthode de gélification ionique sous l'influence TPP, ounous observons troiphénomeénes
fondamentales pour la formation cmicroparticules, qui sontsolution, agrégation et opalescel

de la suspension.

l11.3 Vitesse de libération de la tobramycine en fonctiode la concentration du chitosan

Les résultats obtenysour le temps de libération du PA, travers la matrice du chitos;

sont trés intéressantsur retarder le relargage de la tobramy.

Les figures suivantes illustremd variation du temps de libérat, en fonction de la conctration du
chitosane et de la compositiades différentes formulations, préparédsns des solutions du

polymere, qui a été dissout ddiazide acétique a 1%pH 5 et 6.

100 - -

68
80 - l— o

47 52 ECHs

60 - —

CH com

Temps (h)

85 25

20 -

F1 F2 F3 F4 Fs5 Fé

2mg/ml > 4mg/ml

Figure 58: Variation du temps de libération pour 'ensembles
formulations (pH=5)
Ou:

CHs : Chitosane synthétiséCHcom : Chitosane commercial
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Figure 59: Variation du temps de libération pour I'ensemble
formulations (pH=6)

Les histogrammes présenté-dessus, montrent clairement que le temps de libé est
prolongé pour I'ensemble ddésrmulationsélaborées.llest plus important pour les formulatic
préparées en rajoutant du PEG (F2 et F5) et cddes lesquelles oa incorporé le PEG et |
tween80 (F3 et F6par rapport autemps enregistrés pour les formulatigméparées uniquement a
base du TPP (F1 et F4)e€ est observé datous les cas étudiés et pour ji#$5 et 6 de la solutio

du polymerepréparée a deux concentrations 2 et 4 m

D’aprés ces résultatgn montrc que le temps de relargage de la tobramycpour les
solutions dwchitosane (synthétisé et commerc a pH=5, est proportionnal la concentration de ce
dernier. On remarque aussi que les temps de rgobtenus avec le chitosane commer(, pour

le méme pHKl sont plus prolongé

Contrairement, pouet solutionsa pH=6 du chitosane synthétisi& temps de relargage ¢
plus important dans les formulations F3 e, correspondant respectivememni68h et 170,5h, et par
comparaison avec leemps de relarga obtenus pour les solutiordu chitosane commerci

préparées sous les ménoesditions, qui sor de 95h et 28hespectivement a pH 5 e

I1l.4 Etude de l'influence de quelques parameétres sur liecapsulation de la tobramycin

Pour mettre en évidence l'influence de certainsap@tres susceptibles d’affecter le t:

d’encapsulationnous avons varié concentration du chitosane, le piés solutior, son poids
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moléculaire et la composition des formulati. A cet effet,les différentes formulations élabore¢
sont introduites dans la solut de NaCl a 140mg/ml a pH=7¢hysiologique. Le suivi de la
cinétique de libération du PA&stfait par mesure de I'absorbanee fonction du tempau moyen
du spectrophotométre UVisible a la longueur d’onde maximalg,,= 204nm caractéristique de la
tobramycine Xmax €St obtenue par balay: entre 197 et 400nisur le spectre de figure 60).
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Figure 60: Spectre U\de la tobramycinéans la solution du milie
physiologique

L’estimation des concentrations du PA libéré aursode temps est déterminée pa courbe
d’étalonnage realisée (figud) au prealabl
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Figure 61: Courbe d’étalonnagde la tobramycinelans la solutior
du milieu physiologique
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[11.4.1 Influence de la concentration du chitosant

Les figures suivantes présentémiconcentratio de la tobramycine libérége F3 et F, en fonction

de la concentration dthitosane a 2 et 4mg/ pour les pH=5 et 6.

| |
2 CHs 03
g CHcom 0,279
IS
S 0.3 - 0.3 - 0,272
o)
8 i
= ig\ 0,25 0,25 +
53 0.2 - 0,165 0,2 -
c é 0,
% 0,15 - 0,1 0,15 - 0,054
% 0.1 - 01 -
S 0,05 - 0,05 -
O
0 T 1 0 T 1
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-&- _b_

Figure 62: Cinétique de relargage de la tobramycine dans H36
a) pH=5; b) pH=6

L’analyse de ces histogrammes montre que pour fmuiation F3 élaborée dans c
solutions du polymére & pH=3a quantité libérée du PA a une concentri du polymére de
2mg/ml, est supérieure a cellibérée a une concentration de 4mgjoolur la formulation F6

correspondant aueux types de chitose.

En l'occurrence, on obtient les mémes résultepour les mémes formulations cis ci-
dessussi la microencapsulation été réalisée avec des solutiahs polymere a pH=, avec le
chitosane commerciaDe ce fait, on note une concentration maximale.d8Xng/ml pot 2mg/ml
en polymere, et elle daot a 0.054mg/ml pour une quan plus important en polymere, soit

4mg/ml.

Cependant, avec le chitosane synthétisé obtenonsdes résultats trés différents ¢
précédents, en particulier pdarformulatior F3 qui aboutit a une concentration de PA libéré egdi
a 0.135mg/ml. Celle-caugmente pour la formulation F6 et att une valeur optimale en PA

0.272mg/ml. Ces résultats sonterprétis par I'effet inhibiteur que peuveaxercer les impuret sur
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la tobramycine, au sein de la solution lors deapét de I'encapsulation, et qui peuvent empécher la
libération du principe actif dans le milieu.

Globalement, ces résultats montrent que la qadti PA libérée est meilleure dans le cas
de faibles concentrations en polymere; donc I'augat®n de la concentration du chitosane est un
facteur défavorable pour I'encapsulation de la dobycine. Ce qui entraine inéluctablement, la

diminution de la quantité du PA libéré.

Ceci peut étre interprété par l'importance de iscasitée du milieu gélifie, qui génerait
'encapsulation du PA. En d’autres termes, Celaiieggque la grande concentration du polymere
empéche le TPP, qui peut s’associer avec le chitdogmr les oxygenes de ses groupements
étheroxydes et alcools, d’atteindre les sites si¢tifHs") situés sur les chaines du polymeére; un
mécanisme qui est connu sous le nom de gélificabomue, et qui se produit par interaction
électrostatique entre les charges positives dwsdnite et les charges négatives du TPP, conduisant
ainsi a une réticulation inter et intramoléculaidespolymere, comme on le schématiserait sur la

figure 63 ci-dessous.

CHL>OH
< H
/
H O
NHz™"

Figure 63: Schéma du mécanisme de gélification ionique dosdme par le TPP

Cette réticulation ionique des chaines du polyménduisent la formation de nanoparticules.
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L’ensemble des résultats est regroupé dans leatat?®&, qui présente la concentration optimale

obtenue pour les différentes formulations élaborées

Tableau 25:Concentrations de la tobramycine libérée des diffées formulations

Concentration de la tobramycine libérée (mg/ml)
pH=5 pH=6

Formulations CHs CHcom CHs CHcom
F1 0.038 0.272 0.071 0.133
omgiml| F2 0.051 0.280 0.035 0.160
,é F3 0.165 0.3 0.135 0.191
;?; 4 0.029 0.130 0.071 0.035
amgiml| F5 0.046 0.262 0.046 0.042
F6 0.1 0.279 0.272 0.054

[11.4.2 Influence du pH des solutions du chitosane

L’étude de l'influence du pH sur I'encapsulatioa & tobramycine par le chitosane, a été
faite en solubilisant ce dernier dans l'acide agétia 1%, puis en ajustant le pH de ces solutéons
deux valeurs 5 et 6. Le choix du pH est justifs la stabilité du principe actif, a caractére gasj

qgui augmente sensiblement a ces deux valeurs de pH.

L’analyse des résultats portés sur le tableau BBtmant, que dans le cas du chitosane
commercial, les concentrations de la tobramycibéréies sont plus importantes pour toutes les
formulations de ce polymere préparées a pH=5 agag cconcentrations 2 et 4mg/ml. Et ceci aprés

comparaison avec les résultats obtenus a pH=6.

Ces résultats peuvent étre interprétés par lemibe que peut exercer la solubilité du
chitosane a pH acide, sur ses interactions avemblamycine; plus le polymére est soluble, plus le
nombre de groupements de NHqui représentent les sites actifs, sont dispenildt plus les
interactions entre le principe actif et le polyméomt importantes. En conséquence, la quantité qui

va étre encapsulée en antibiotique sera elle plissimportante.
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La valeur du pH a aussi un impact sur la dimengles microparticules formées : par
exemple la quantité libérée pour la compositiond&8)s le cas du chitosane synthétique, préparé a
pH=5, est de 0.165mg/ml et elle est de 0.135mgémlesnent pour la méme formulation, lorsque le
pH du chitosane est de 6. Nous pensons que celdliestla dimension faible des microparticules
formées dans le premier cas, contrairement aundecas. Les résultats de I'analyse BET le
confirme par les valeurs des surfaces spécifiqpesir F3 a pH=5 elle est de£5=298.079m?/g qui

est supérieure a celle de la méme formulation a6plde la valeur estggr=116.395m2/g.

Ainsi, les temps de libération obtenus sont erodtavec les précédents résultats, pour le
chitosane préparé a pH=5, le temps de libératibmé&sieur et estimé a 30.5h, alors qu'il esstré
elevé de 168h, lorsque le chitosane est solukilipél=6. Ce qui peut étre interprété, par la faible
dimension des particules, permettant au solvanliffieser plus rapidement au sein du polymere, et

favorisant ainsi la solubilisation de la tobramycin
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I11.4.3 Influence du poids moléculaire du chitosane

Sur les figures suivantes, on illustre I'influerahe poids moléculaire sur la quantité libérée

de la tobramycine aprés encapsulation, des difféseformulations :
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Figure 64: Concentration de la tobramycine en fonction dupanoléculaire
a) pH=5; b) pH=6

Ces figures révelent que la quantité de la tobcameylibérée est proportionnelle au poids
moléculaire du chitosane, et ceci pour toutes tmilations préparées avec les solutions du
chitosane synthétique et commercial, a 2 et a 4ingtna pH=5 et 6. A I'exception faite des
formulations F4, F5 et F6, élaborées a 4mg/mimtia6, ou nous observons sur la figure 65b I'effet
inverse; c'est-a-dire que I'augmentation du pondééculaire engendre la diminution de la quantité

encapsulée, et de ce fait la concentration libérémbramycine sera plus faible.
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Dans cette optique, les travaux We Y[96] prévoit 'augmentation du taux d’encapsulation
lorsque le poids moléculaire augmenBe dernier résultat est la conséquence des impgucgté
contient le chitosane synthétisé, comme il a éétré par analyse thermogravimétrique et dans
I'étude antibatérienne. Celles-ci peuvent formes dlocs permettant I'emprisonnement du principe
actif, et participe ainsi a 'augmentation de laxtité libérée aprés pénétration de I'eau a l'ietée

des paricules.

La grande capacité d’encapsulation observée aeechitosane de plus grand poids
moléculaire, est attribuée surtout a la longuerircds chaines sur lesquelles sont distribués les
groupements amino, et qui peuvent interagir aggarincipe actif par des liaisons de type Van der
Walls et hydrogénes, renforcées par le polymérstax a I'état d’hydrogel ionique, induit par la

présence du TPP.

l11.4.4 Influence de la composition des différentegormulations

Les courbes de variation présentées dans lesefighb, 66, 67 et 68, montrent la
concentration de la tobramycine libérée en fonctdartemps pour les différentes formulations. Les
profils des courbes cinétiques mettent en évidéegestence d’un mécanisme prédominant limité
par un processus de diffusion. L'observation desiplurs paliers montre que la diffusion se produit
en plusieurs étapes, lors de laquelle le princié doit franchir plusieurs barriéres, d’'un éddic
plus ou moins ordonné, représentées par les ditiEsdibres du polymeére.

L'évaluationin-vitro de tels systémes montre que la libération de kmatoycine (PA
hydrosoluble) est croissante dans le temps. Ellepescédée par un temps tres court d’inertie,
correspondant a une période du temps nécessaireppomettre d’abord le passage du soluté a
travers la matrice polymérique, puis celle-ci esvie d’une libération trés rapide au départ (perida
les premiéres minutes) du PA, qui devient pasuige progressive et plus lente (quelques heures)

dans le temps et tend vers des valeurs constaaksry.

Pour lI'ensemble des formulations, la quantité @e tbbramycine libérée pour les
microparticules élaborées avec le mélange chitedalB&- tween80, est plus importante que lorsque
celles-ci sont élaborées soit avec le mélange smi®-PEG ou bien avec le chitosane seul. D’aprés
Caliceti et al [97], I'ajout du PEG augmente le taux d’encapsulatiopdiucipe actif en réduisant la
dimension des microparticules. Ce phénomene sgx@lpar 'augmentation de la tension de charge

créee par des liaisons de type hydrogene, d'uné ¢rare le doublet libre de l'oxygéne des
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groupements —OH du chitosane et les hydrogénes IPE@ et d’autre part par des interactions du
doublet libre de I'oxygene du PEG et les hydrogemgesartis sur la chaine du chitosane (amino).

Tandis que I'ajout d’un tensioactif anionique leeem80 a pour réle d’intensifier le nombre de ponts

de réticulation, ce qui favoriserait la réductianld taille des microparticules.
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Figure 65: Cinétique de relargage de la tobramycine des fdatans F1, F2 et F3 a pH=5 ;
a) CHs, b) CHcom
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Figure 66: Cinétique de relargage de la tobramycine des fdatans F4, F5 et F6 a pH=5 ;
a) CHs, b) CHcom
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Figure 67: Cinétique de relargage de la tobramycine des fdatians F1, F2 et F3 a pH=6 ;
a) CHs, b) CHcom

0,06 -

o o

N w

(6] o
I 1

0,20 -

0,15 - ——F6
—0—F5

0,10 - ——F4

o

o

(€]
I

concentration de la tobramycine (mg/ml)

- - ' ' 0,00 . . .
0 50 100 Temp% Ezﬂ) 200 0 20 40 Temps &8 80
(a) (b)

Figure 68: Cinétique de relargage de la tobramycine des fdatians F4, F5 et F6 a pH=6 ;
a) CHs, b) CHcom
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[11.5 Mécanisme de libération de la tobramycine

Selon Gombotz et al [98] la libération d'un principe actif hydrophile dSfe€tue
généralement en deux phases; la premiére corregptandolubilisation et a la diffusion du principe
actif situé a proximité de la surface, alors queldaxieme survient lors de I'érosion du centre du
polymére, qui libére les molécules emprisonnéegstl possible également d’avoir un troisieme
mécanisme de libération, qui fait intervenir lecrmpores remplis d’eau formés lors du gonflement

de la matrice polymérique.

Le chitosane est un polymere hydrophile et nontdelau pH de la solution physiologique
(pH=7.4). Donc I'hypothese de la libération dedaramycine par érosion est rejetée. En revanche,
la pénétration du solvant entre les chaines dunp@tg provoque son gonflement, et solubilise ainsi
le principe actif. Vu que la tobramycine est uneléuoole a caractére basique et hydrosoluble, le
mécanisme de la libération proposé, est modulé ymar étape de dissolution a travers les
macropores et les micropores, ou bien aussi daspdte inclus entre les chaines polymériques

formé par le gonflement du chitosane.

Afin de décrire le mécanisme qui gouverne pludib@ration de la tobramycine, nous
utilisons I'équation proposée pReppas et al [23équation 8), par laquelle le calcul de I'exposant

caractéristique de libération ‘n’ nous renseignelstype du processus de diffusion.

Chien-Chi L et Andrew T. M [99] affirment que pour les valeurs de n égales a @4B45
et a 0.5, un mécanisme de libération de type fickaiffusion entre les chaines macromoléculaires
du polymere) et pour des valeurs de 0.85, 0.89 gtcbhrrespond beaucoup plus a une diffusion de
type non fickien (diffusion par gonflement/relaxatidu polymeére). Quant@rassi M. et Grassi G.
[100] ils proposentque pourles valeurs de n0.43, 0.45 et 0.5, le relargage est régit par une
diffusion de type fickien, et pour n>0.5 la diffasidu principe actif est non fickienne.

La linéarisation de I'équation 8 a permis de détrer les valeurs de I'exposant n pour les
différents profils de libération, et pour les fiaals de la tobramycine libérées inférieures a 6085.

résultats obtenus sont portés sur les tableau 2&38 et 29 qui suivent :
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Tableau 26:Valeurs de I'exposant n déterminées pour les ftatimns du CHs dissout a pH=5

2mg/ml Amg/ml
Formulations | -y | £5 | F3 | F4 | F5 | F6
n 0.704 | 0.708| p.8gg | 0.476 | 0.649| 0.227
R2 0.980| 0.719| p.980| 0.976 | 0.933| 0.860

Tableau 27:Valeurs de I'exposant n déterminées pour les ftatimns du CHs dissout a pH=6

2mg/ml Amg/ml
Formulations |1 | g5 | F3 | R4 | F5 | F6
n 0.263 | 0.493| 0.430| 0.460 | 0.492| 0.625
R2 1 0.93 | 0.924 | 0.856| 0.906| 0.798

Tableau 28 :Valeurs de I'exposant n déterminées pour les ftatimns du CHcom dissout a pH=5

2mg/ml Amg/ml
Formulations | 1| 5 | g3 | Eg F5 | F6
n 0.563 | 0.689| 1.436| 0.554 | 0.475| 0.114
R2 1 0.855| 1 0.923 | 0.925| 1

Tableau 29:Valeurs de I'exposant n déterminées pour les ftatimns du CHcom dissout a pH=6

2mg/ml 4mg/ml
Formulations | 1 | g5 | F3 | F4 | F5 | F6
n 0.918 | 0.417| o.8o2 | 0.239| 0.869| 0.469
R2 0.785| 0.804| p.g79 | 0.868 | 0.893| 0.995

L’examen des résultats obtenus pour les difféeefdamulations élaborées, avec le chitosane
synthétique et le chitosane commercial, qui ontdé&tgout a pH=5 et 6 dans I'acide acétique, montre
clairement que les valeurs de n dépendent du pH stldution dans laquelle le polymére est dissout.

Pour toutes les formulations élaborées avec lex dbeitosanes a pH=5, les valeurs de n
varient majoritairement de 0.5 a 1. Simulant aimsmécanisme de libération de type non fickien, da

a un phénomeéne de relaxation/gonflement, qui ektite grace a la grande hydrophilie que possede
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le chitosane. A niveau moléculaire, le phénoméne de relaxatiamstce en présence de l'agent

pénétrant.

Dans le cas ou ces formulations sont élaborées duechitosane dissout a pH=6, nous
observons un autre mécanisme de diffusion qui @svernée par la loi de fick du principe actif a

travers les chaines macromoléculaires du polymere.

Nous pensons que la prédominance de la diffustonfickienne dans le cas ou le chitosane
est dissout & pH=5, est d( a la faible dimensemmanoparticules. Ce qui permet au principe actif
de diffuser majoritairement a travers les micropoe¢ les macropores. Lorsque le chitosane est
dissout a pH=6, les nanoparticules formées sarg pblumineuses car le nombre de groupements
NHs", qui rentre dans le mécanisme de gélificationlpdiPP, devient plus faible. Par conséquent,
les points de réticulation sont éloignés les wsalitres, ce qui laisse un espace libre plus taapor

entre les chaines du polymere, d’ou diffuse lagotycine au sein de la solution.

l11.6 ROle de la température de transition vitreuse (Tg) du chitosane et du PEG dans la

libération de la tobramycine

Dans le méme contexte de libération controlééerapérature de transition vitreuse (Tg) est
un parameétre tres important, lors de l'interprératiu relargage des molécules actives.

Dans notre cas, la température du milieu phygigle (température ambiante) est inférieure
a la température de la transition vitreuse théeridu chitosane, qui est normalement comprise dans
l'intervalle [140-150C°]. Dans ce domaine, lesioka du chitosane restent figées dans la matrice,
ce qui engendre une pénétration tres lente descoleté d'’eau a lintérieur de la matrice. Ce
phénomene explique la libération prolongée debaatmycine pouvant s’étendre a plusieurs jours.

Dans notre étude, les formulations F2, F3, FB6etontiennent a la fois du chitosane et du
PEG. Dans un meélange completement miscible des pelyxeres qui forment une phase unique,
une seule et méme température Tg apparaitra, es'iqgere entre les valeurs de Tg des deux
polyméres purs pris séparément. De plus, la Tg éiamge devrait obéir a I'équation de Fox (Voir
annexe) décrivant la relation de la Tg du meélangefanction de sa composition et des Tg
respectives des polyméres purs. La Tg de chaqyepoé évolue et est affectée par celle de l'autre
polymére. En d'autres termes, elle dépend de Igasition. Et comme la Tg du PEG (56°C<Tg<
60C°) est supérieure a la température du miliesiplggique, on peut déduire que la Tg du mélange
est aussi supérieure a celle du milieu. Ce qui mmrmet de conclure, que les chaines des deux

polymeéres sont figées, et nous observons la ansdiheration prolongée pendant plusieurs jours.
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[11.7 Conclusion

La préparation des systemes a libération prologBase du chitosane, dissout dans I'acide
acétigue a pH=5, améliore la surface spécifiquée etolume poreux en réduisant la taille des
particules, par rapport aux systéemes préparés snsnémes conditions a pH=6. L’'ajout de
tensioactifs tels que le PEG et le tween80 récaitdtage la dimension des particules.

La concentration du polymére entrave I'encapgadatet la libération contrblée de la
tobramycine. Ce qui justifie le temps de relargples prolongé, lorsque les formulations sont
élaborées dans des solutions plus concentréeslangre. Par contre, I'utilisation d’'un polymere a
haut poids moléculaire fournit plus de sites actissqui augmente le taux d’encapsulation.

Les résultats de la cinétique de libération ddolaramycine montrent que son relargage
dépend du pH de la solution dans laquelle le chitesest dissout. Les valeurs de I'exposant n sont
comprises entre 0.5 et 1, pour les formulationpgm&es avec le chitosane dissout a pH=5. Ce qui
entraine une libération suivant un mécanisme narkieh, due a un phénoméne de
gonflement/relaxation du polymeére, a travers legnopores et les micropores. Par contre, dans le
cas ou le chitosane est dissous dans une solupbtr@, I'exposant diminue (n<0.5) et la libération

suit la loi de fick, par diffusion du principe daii travers les chaines macromoléculaires.
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L'objectif de cette étude consiste a élaborer dmsndilations a effet retard a base de
tobramycine (principe actif) et du chitosane (polys) et étudier par la suite la cinétique de
libération de ce principe actif.

Les carapaces de crevettes ont servis de souraelgp@ynthese du chitosane apres une
succession de plusieurs étapes : la déminéralisdtiadéprotéinisation suivit d’'un blanchiment par
un mélange acétone/éthanol complété par un aggdaokle peroxyde d’hydrogéne. Ce traitement a
conduit a I'extraction de la chitine, laquelle &sinsformée par voie chimique en chitosane, apres
une réaction de désacétylation par une solutiopditdxyde de sodium concentrée a 50%.

La masse molaire et le degré de désacétylatiochitosane ont été déterminés par les
méthodes viscosimétrique et potentiométrique quint sestimés a 27,95kDa et 88,72%
respectivement, par comparaison avec un chitosamemercial utilisé comme témoin, de masse
moléculaire 74,578kDa et caractérisé par un degmédacétylation de 64,12%.

Les caractérisations des deux polymeres et duipéerectif par IRTF, ATG/DTG, MEB et
DRX ont abouti a un ensemble de résultats, quhmnitré que le chitosane synthétisé et commercial
ainsi que la tobramycine présentent des structgremiques, des effets thermiques, et des
morphologies a dominance fibreuse et distinctes.

Une étude de l'activité antibactérienne du chites§@H) et du chitosane associé a la
tobramycine a été réalisée vis-a-vis des germé&aphylocoque aureus (S220). Des tests sur gélose
ont fait I'objet de cette étude, au moyen de ttégue des puits a différentes concentrationss; 0
1 et 1.5% du polymere préparé dans l'acide acetqifs et pour deux valeurs de pH, 5.8 et 6.2. Les
résultats obtenus pour les zones d'inhibition réwelque le chitosane, a différents poids
moléculaires, concentrations et degré de désatiétylassocié a la tobramycine, améliore nettement
l'activité antibactérienne a pH= 5,8 et a faiblencentration. Ceci est dl aux propriétés physico-

chimiques du polymere. Plus le pH diminue plusdalsilité augmente, grace a la protonation des
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groupements NEdu chitosane, et plus les chaines du polymérenseneux solvatées et peuvent
ainsi se mouvoir plus aisément au sein de la slupour atteindre la cible (germes).

Afin de contréler la vitesse de libération de daramycine dans le milieu environnant, des
formulations de tobramycine/chitosane (synthétigueommercial) ont été préparées par la méthode
de gélification ionique du chitosane, avec le diyphosphate de sodium (STPP) a deux
concentrations ; 2mg/ml pour les formulations F2,ef F3 et 4mg/ml pour les formulations F4, F5
et F6 et a deux pH (5 et 6) du polymére. Les coiitipas F2 et F5 contiennent quant a elles un autre
polymere, le polyéthyléne glycol PEG, tandis queesE86 contiennent les deux tensioactifs le PEG
et le tween80.

La cinétique de libération de la tobramycine a ft&ie dans un milieu physiologique de
larmes artificielles, préparé a base de chloruresaldium NaCl a pH=7.4. Les résultats de la
cinétiqgue ont montré que le relargage de la tobcameydépend de la concentration du chitosane, du
pH de la solution dans laquelle il est solubilidé,son poids moléculaire et de la composition des
formulations.

- L’augmentation de la concentration du polymére adge une solidification du milieu et
réduit le taux d’encapsulation de la tobramycina. dbtient pour le chitosane synthétique a pH=5
une concentration de F3 de 0.165mg/ml a la coratemtrde 2mg/ml du polymere, et elle diminue a
0.1mg/ml dans F6 lorsqu’on augmente la concentratiopolymeéere a 4mg/ml.

- La préparation des systemes a libération proloadésse du chitosane dissout dans I'acide
acétigue a pH=5 et 6, montre que les formulatidamisogées a pH=5 libérent plus le principe actif, ce
qui est di a la réduction de la taille des nanopaes.

- Le chitosane commercial possede un poids moléeufdus important, ce qui augmente
davantage les sites actifs qui vont interagir deqarincipe actif et améliorer le taux d’encapsolat
Par conséguent la quantité libérée sera importaateoncentration libérée pour F3, respectivement
pour les chitosanes synthétique et commercial é&bpEst 0.165 et 0.3mg/ml.

- L’ajout du PEG et le tween80 permet d’augmentealx d’encapsulation et de prolonger
le temps de libération de la tobramycine en rédtiilsadimension des nanoparticules formées.

Le modeéle de la cinétique de libération répond & lon de type : f(t)=k" elle été utilisée
pour décrire le mécanisme de libération. L'exposdmtlibération n calculé pour I'ensemble des
formulations varie en fonction du pH de la solutdun polymeére. Les valeurs de n, comprises entre
0.5 etlpour les formulations préparées avec leoshite dissout a pH=5 permis de vérifier que le
profil simulé de la libération contrélée est dompar un profil de type non fickien, di a I'existenc
du phénomene de gonflement/relaxation du polym@regavers les macropores et les micropores.
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Conclusion Générale

Contrairement, a pH=6 I'exposant n<0.5, montre lguprofil de libération obéit plutdt a la loi de
fick, autrement dit la tobramycine se libere a érav 'espace existant entres les chaines

macromoléculaires du polymere.
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PERSPECTIVES

Les travaux de cette étude sont loin d'étre tersnig€ plusieurs aspects doivent étre
approfondis. Les résultats obtenus encouragenpliEgiion du chitosane dans les systémes a
libération prolongée pour d’autres principes adifisninistrés par voie oculaire, afin de mainteair |
biodisponibilité nécessaire aussi longtemps quesibles et dans la marge thérapeutiqgue que le

traitement le recommande. A cet effet nous prope$esperspectives suivantes :

= S’intéresser a la synthese du chitosane de faitlds pmoléculaire. D’une part, cela
permet de le solubiliser dans 'eau, au lieu d'sgll des solvants et dans des milieux plus acides q
peuvent nuire aux principes actifs encapsulésaetré part, la taille des nanoparticules est datt
plus réduite que le poids moléculaire moyen du péhe est faible, ce qui augmente le taux

d’encapsulation.

= Optimiser le degré de désacétylation du chitosameobercher une voie de synthése
utilisant des conditions plus douces, telle querteédé enzymatique dans I'étape de désacétylation,

afin d’obtenir un meilleur rendement et avec malispuretés.

= Pour améliorer la pureté du polymere synthétis€auit appliquer des méthodes
d’extraction liquide-solide, dans le but d’élimin&s impuretés qui sont les protéines, fes

carotenes, et les minéraux.

= Rechercher une forme d’administration plus adéguatex formulations proposées

dans cette étude.

= Procéder a une étude pharmacologique, pour déterntenquantité qui doit étre

encapsulée, pour que la concentration sanguine desis la marge thérapeutique.



ES
GRAPHIQU
fole

—

»J
L)

|

)

B




Références Bibliographiques

[1]:Lahnin A.
Les formes galéniques a libération modifiée. Thasetorat en pharmacie. Université Cheikh Anta
Diop de Dakar, 2002.

[2]: Chellat F.

Biocompatibilité, Biodégradation et influence destarilisation sur le complexe chitosane-xanthane.
Thése de Métrise des Sciences Appliquées (M.ShAYémie biomédical. Ecole polytechnique de
Montréal, 1999.

[3]: Ratner B.D.
Reducing capsular thickness and enhancing angesgemaround implant drug release systems.
Journal of Controlled Release 78, pp. 211-218, 2002

[4]: Park H and Park K.
Biocompatibility issues of implantable drug delyesystems. Pharmaceutical Research 13, pp.
1770-1776, 1996.

[5] : Danckwerts M et Fassihi A.
Implantable controlled release drug delivery systeanreview. Drug Development and Industrial
Pharmacy 17, pp. 1465-1502, 1991.

[6]: Dash A.K et Cudworth Il G.C.
Therapeutic applications of implantable drug delwveystems. Journal of Pharmacological and
Toxicological Methods 40, pp.1-12, 1998.

[7] : Pulapura S et Kohn J.
Trends in the development of bioresorbable polymfns medical applications. Journal of
Biomaterials Applications 6, pp. 216-250, 1992.

[8]: Chien Y.W.
Fonndamentals of rate-controlled drug delivery ¥ilwW. Chien (Ed.), Novel drug delivery systems,
Marcel Dekker, New Yorkpp.43- 138, 1992.

[9]: Désévaux C Thése pour l'obtention du grade de Philosophiaect®r en sciences
pharmaceutiques. Développement d’'un implant solilelégradable a base d’amidon réticulé a
teneur élevée en amylose, pour la libération ctéerd’un principe actif. Université de Montreéal,
2002.

[10]: Iskandar M.

Diffusion dans les Matrices Hydrophiles a Base dyfose Réticulé : Caractérisation et Application
a la Libération Contrélée de Médicaments. Thése/uen de I'obtention du grade de Philosophiae
Doctor (Ph.D.) en sciences pharmaceutiques. Uniéete Montréal, 1998.

[11]: Theewes F and Bayne W
Dosage form index: an objective criterion for exsilon of controlled release drug delivery ystems,
J. Pharm. Sci 66, pp. 1388-1392, 1977.



Références Bibliographiques

[12]: Baker R.W.
Controlled release of biologically active agedtshn Wiley & Sons, New York, 1987.

[13] : Veena B.V, Pajandera J, Zuurmanb K, Lappalanenc R, Posod A, Frijlinkb H.W and
Ketolainen J.

The effect of powder blend and tablet structuredorg release mechanisms of hydrophobic starch
acetate matrix tablets. European Journal of Phautams and Biopharmaceutics 61, pp. 149-157,
2005.

[14]: Conti S, Gaisford S, Buckton G, Maggi L and @nte U.
The role of solution calorimetry in investigatioonrolled-release processes from polymeric drug
delivery systems. European Journal of PharmaceatidBiopharmaceutics 6, 2007.

[15]: Proikakis C.S, Tarantili P.A and AndreopoulosA.G.
The role of polymer/drug interactions on the sumdirelease from poly (DL-Lactic acid) tablets.
European Polymer Journal 42, pp. 269-327, 2007.

[16]: Schierholz J.M.
Drug delivery devices to enhance performance amtawe outcome. Drug Delivery Systems and
Sciences 7, pp. 403-437, 2001.

[17]: Idrissou Y.

Diffusion d'un principe actif la Metformine a parti'un polymere polyacide lactiqgue. Mémoire
présentée a la faculté de la technologie de I'usitée A/M de Bejaia en vue d'obtention du grade de
magistére en Génie des polyméres. 2008.

[18]: Li V.H.K, Robinson J.R and Lee V.H.L.

Influence of drug properties and routes of drug iatstration on the design of sustained and
controlled release systems, in Controlled drugveeji. Marcell Dekker Ing New York, pp.3-94,
1978.

[19]: Liversidge G.G and Cundy K.C.
Particle size reduction for improvement of oralavailability of hydrophobic drugs: I. Absolute oral
bioavailability of nanocrystalline danazol in beaglogs. Int. J. Pharm 125, pp. 91-97, 1995.

[20]: Beerrnann B, Kellstrom K and Rosen A.
Metabolism of propantheline in man. Pharmacol. Ti&rpp. 212, 1972.

[21]: Doelker E.

Cinétique et mécanismes de la libération contralpartir des systemes polymériques, dans : Formes
pharmaceutiques nouvelles: Aspects technologigisphbrmaceutique et médical. Technique et
Documentation (Lavoisier), Paris, pp. 65-174, 1985.

[22]: Jalil R and Nixon J.R.

Biodegradable poly (lactic acid) and poly (lactoeglycolide) microcapsules : problems associated
with preparative techniques and release proped@sinal Microencapsulation 7 (3), pp. 297-325,
1990.



Références Bibliographiques

[23]: Peppas N.A, Bures P, Leobandung W and Ichikaa/H.
Hydrogels in pharmaceutical formulations. Eur. Bafn. Biopharm 50, pp. 27-46, 2000.

[24]: Colombo P, Bettini R, Massino G, Santi P, DAscentiis A and Peppas N.A.
Analysis of the swelling and release rnechanisims fdmg delivery systerns with emphasis on drug
solubility and water transport. Journal Controldase 39, pp. 231-237, 1996.

[25]: Te Wierik G.H.P, Bergsma J, Arends-Scolte A.WBoersma T, Eissens AC and Lerk C.F.

A new generation starch products as excipient griplaceutical tablets. I. Preparation and binding
properties of high surface area potato starch mtsdunternational Journal of Pharmaceutics 134,
pp. 27-36, 1996.

[26]: Nigalaye AG, Adusumilli P and Bolton S.
Investigation of prolonged dnig release from matosmulations of chitosan. Drug Dev. Ind. Pharm
16, pp. 449, 1990.

[27]: Korsmeyer R.W.
Diffusion controlled systems: Hydrogels, in Polysiéor controlled drug delivery, P.J. Tarcha (Ed),
CRC Press, Florida, pp. 15-38, 1991.

[28]: Higuchi T.
Mechanism of sustained-action medication: theamktemalysis of rate of release of solid drugs
dispersed in inert matrices, J. P h m . Sci 521pg5-1 149, 1963.

[29]: Peppas N.A and Bindschaedler C.
Délivrance des principes actifs medicamenteux Ispécts fondamentaux de la diffusion des
principes actifs dans les polymeres, S.T.P. Pharmpa. 121-127, 1985.

[30]: Baker R. W and Lonsdale H.K.

Controlled release: mechanisms and rates, in Ctedroelease of biologically active agents:
advances in expenrnental medicine and biology, GarngA.C. and Lacey R.E., Eds., Plenum Press,
New York, pp. 15-7, 11974.

[31]: Ségot-Chicqg S, Teillaud E et Peppas N.A.
Les dispositifs a Libération contrdlée pour la d&lnce des principes actifs médicamenteux I. Ihtéré
et applications. S.T.P. Pharma 1, pp. 25-36, 1985.

[32]: Ron E and Langer R.
Erodible systerns, in Treatise on Controlled Drielivery. Fundamentds. Optimization.
Applications, Kydonieus A. (Ed.Marcel Dekker, New York, pp. 199-224, 1992.

[33] : Jaouen D.
Chitine, Chitosane et Dérivés. PhD These en phaendaiversité d'Angers, Angers (France), 1994.

[34]: Peter M.G.
Chitin and chitosan from animal sources. Biopolynp®. 481-574, 2002.

[35]: Tolaimate A, J. Desbrieres M, Rhazi and AlaguA.
Contribution to the preparation of chitins and ab#ns with controlled physico-chemical properties.
Polym 44, pp. 7939-7952, 2003.



Références Bibliographiques

[36]: Mekahlia S
Le complexe chitosane-cuivre (ii) : synthése, daraation et étude de I'effet de sa structuressur
activité antibactérienne. Mémoire de magister. @rsité de Saad Dahlab de Blida. 2007.

[37]: Aslak E.
Characterisation of chitin and a study of its azadialysed hydrolysis. Thesis for the degree of
philosophiae doctor. Norwegian university of scieaad technology. 2007.

[38]: Rinaudo M.
Chitin and chitosan: Properties and applicatiomggfess in Polymer Science 31, pp. 603-632, 2006.

[39]: Peter M.O-O, Marcin H.S and Martin G. P.

Characterisation of chitosan from blowfly larvaelaome crustacean species from Kenyan marine
waters prepared under different conditions. Weshediran Ocean Journal. Mar. Sci. vol 4, N°1, pp.
99-107, 2005.

[40]: Percot A, Viton C and Domard A.
Optimization of Chitin Extraction from Shrimp ShelBiomacromol 4, pp. 12-18, 2003.

[41] : Mahlous M, Tahtat D, Benamer S and Khodja N.
Gamma irradiation-aided chitin/chitosane tractioonf prawn shells. Beam Interactions with
Materials and Atoms 265, pp. 414-417, 2007.

[42] : No H.K and Meyers S.P.
Preparation and characterization of chitin andodaih. Review J Aquatic Food Prod. Tech 4, pp.
27-52, 1995.

[43] : Shahidi F. and Synowiecki J.

Isolation and charactrization of nutrients and eahalded products from snow crab (Chinoecetes
opilio) and shrimp (Pandalus borealis) processisgatds. J. Agric. Food Chem 39, pp. 1527-1532,
1991.

[44] : No H.K, Meyers S.P and Lee K.S.
Isolation and characterization of chitin from crahifshell waste. J. Agric. Food Chem 37, pp. 575-
579, 1989.

[45]: Fox D.L.
Chitin-bound keto-carotenoids in a crustacean @@pComp. Biochem. Physio 44B, p 953, 1973.

[46]: Kurita K.
Chitin and Chitosan: Functional Biopolymers from riia Crustaceans. Mini-Review. Marine
Biotechnology, pp. 180-8633, 2006.

[47]: Ravi Kumar M.N.V.
A review of chitin and chitosan applications. Re&einction. Polym 46, pp. 1-27, 2000.

[48]: Avadi M.R, Sadeghi A.M.M, Tahzibi A, Bayati Kh, Pouladzadeh M, Zohuriaan-Mehr
M.J and Rafiee-Tehrani M.

Diethylmethyl chitosan as an antimicrobial agenyntSesis, characterization and antibacterial
effects. European Polymer Journal 40, pp. 1355-13604.



Références Bibliographiques

[49]: Seng J.M.
Chitine, chitosane et dérivés: de nouvelles petspecpour l'industrie. Biofutur 9, pp.40-44,1988.

[50]: Shahidi F, Arachi J.K.V and Jeon Y.J.
Food applications of chitin and chitosans. Trenosd=Sci. Tecl 0, pp. 37-51, 1999.

[51]: Chatelet C, Damour O and Domard A.
Influence of the degree of acetylation on somddgjical properties of chitosan Films. Biomater 22,
261-268, 2001.

[52] : Muzzarelli R.A.A.
Chitin; Pergamom: Oxford, 1977.

[53] : Fernandez C.M, Heinamaki J, Rasanen M, MaunuS.L, Karjalainen M, Nieto Acosta
O.M, Iraizoz Colarte A and Yliruusi J.

Solid-state characterization of chitosans derivedhflobster chitin. Carbohydrate Polymers 58, pp.
401-408, 2004.

[54]: Pelletier A, Lemire I, Sygusch J, Chornet E ad Overend R.P.
Chitin Chitosan Transformation by Thermomechanotbal Treatment Including Characterization
by Enzymatic Depolymerization. Biotechnology anddigineering 36(3), pp. 310-315, 1990.

[55]: Tao W and Svetlana Z.
Determination of the degree of acetylation (DA)cbftin and chitosan by improved first derivative
UV method. Carbohydrate polymers 73, pp. 248-25882

[56] : Jiang X, Chen L and Zhong W.
A new linear potentiometric titration method foretldetermination of deacetylation degree of
chitosan. Carbohydrate Polymers 54, pp. 457-463320

[57]: Krisana S, Sarintorn L, Werasak U and Suwalee C
The relation ship between crystallinity and degs€acetylation of chitin from crab shell. Journél o
metals, materials and minerals. Vol 9, N°1, pp48341999.

[58]: Peter M.G.
Applications and environmental aspects of chitid ahitosan. J.M.S.-Pure Appl. Chem. A32, pp.
629-640, 1995.

[59]: Berger J, Reist M, Mayer J.M, Felt O, Peppad\.A and Gurny R.
Structure and interactions in covalently and iolhycerosslinked chitosan hydrogels for biomedical
applications. European Journal of PharmaceuticBamgharmaceutics 57 (1), pp. 19-34, 2004a.

[60]: Berger J, Reist M, Mayer J.M, Felt O and Gurry R.

Structure and interactions in chitosan hydrogelenméml by complexation or aggregation for
biomedical applications. European Journal of Phasutics and Biopharmaceutics 57 (1), pp. 35-
52, 2004b.

[61]: Bodmier R and Chen H
Preparation and characterization of microsphereataguing the anti-inflammatory agents,
indomethacin, ibuprofen and ketoprofen. Journa atrolled Release 10 (2), pp. 167-175, 1989.



Références Bibliographiques

[62]: Janes K.A, Fresneau M.P, Marazuela A, Fabra Aand Alonso M.J
Chitosan nanoparticules as delivery systems fooddicin. Journal of Controlled Release 73 (2-3),
pp. 255-267, 2001.

[63]: Aranaz |, Mengibar M, Harris R, Pafos |, Miralles B, Acosta, N, Galed G and Heras A.
Functional Characterization of Chitin and Chitogaarrent Chemical Biology 3, pp. 203-230, 2009.

[64]: Min Huang, Eugene Khor, and Lee-Yong Lim.
Uptake and Cytotoxicity of Chitosan Molecules amahbparticles: Effects of Molecular Weight and
Degree of Deacetylation. Pharmaceutical Researt¢21/d\N°2, 2004.

[65]: Helander I1.M, Nurmiaho-Lassila E.-L, Ahvenainen R, Rhoades J and S. Roller.
Chitosan disrupts the barrier properties of theeomembrane of Gram-negative bacteria. Int. J.
Food Microb 71, pp. 235-244, 2001.

[66]: Tsai G.-J and Su W.-H.
Antimicrobial activity of shrimp chitosan againssdberichia coli. J. Food Protect 62, pp.239-243.
1999.

[67]: Fang N, Chan V, Mao H.Q and Leong K.W.
Interactions of phospholipid bilayer with chitosa&ffect of molecular weight and pH. Biomacromol
2, pp. 1161-1168, 2001.

[68]: Gupta KC and Jabrail FH.
Effects of degree of deacetylation and crosslinkongphysical characteristics, swelling and release
behavior of chitosan microspheres. Carbohydr P@gnpp. 43-54, 2006.

[69]: Zhang H, Oh M, Allen C and Kumacheva E.
Monodisperse chitosan nanoparticles for mucosal delivery Biomacromolecule 5(6), pp. 2461-
2468, 2004.

[70]: Desai KG and Park HJ.

Effect of manufacturing parameters on the charsties of vitamin C encapsulated
tripolyphosphate-chitosan microspheres preparedspsay-drying. Journal Microencapsulation
23(1), pp. 79-90, 2006.

[71] : Le Hir A.
Pharmacie galénique. Bonnes pratiques de fabricdiés médicaments. Elsevier Masson S.A.S, pp.
350-354, 2006.

[72] : Gaudy C et Buxeraud J.
Antibiotiques : pharmacologie et thérapeutique l&xion Pharma, pp. 113-120, 2005.

[73] : Ezaitouni F, Rhou H, Benamar L, Ouzeddoun NBayahya R et Balafrej L.
Rein et Aminosides. Médecine du Maghreb, 1999.

[74] : Roche/Hitachi.
Tobramycin. Cobas vol 7, 2009.



Références Bibliographiques

[75] : Partenaires Pharmaceutiques du Canada INC (PC). Revue, 20009.

[76]: Michael Oduor-Odote P, Marcin H. S and Martin G. P.

Characterisation of Chitosan from Blowfly LarvaedaBome Crustacean Species from Kenyan
Marine Waters Prepared Under Different ConditioNgstern Indian Ocean J. Mar. Sci. Vol. 4, No.
1, pp. 99-107, 2005.

[77]: Entsar S. Abdou, Khaled S.A. Nagy and Maher ZElsabee.
Extraction and characterization of chitin and céeto from local sources. Bioresource Technology
99, pp. 1359-1367, 2008.

[78]: Galed G, Miralles B, Panos I, Santiago A andaigeles Heras A.
N-Deacetylation and depolymerization reactionshofi/chitosan: Influence of the source of chitin.
Carbohydrate Polymers 62, pp. 316-320,2005.

[79] : Harish Prashanth K. V, Kittur F. S and Tharanathan R. N.
Solid state structure of chitosan prrepared undérdnt N-deacetylating conditions. Carbohydrate
Polymers 50, pp. 27-33, 2002.

[80] : Burke A, Yilmaz E and Hasirci N.
Evaluation of chitosan as a potential medical Ir@gh) ion absorbent. Turk J Med Sci 30, pp. 341-
348, 2000.

[81] : Mohy Eldin M.S, Soliman E.A, Hashem A.l andTamer T.M.
Antibacterial Activity of Chitosan Chemically Mod#d with New Technique. Trends Biomater.
Artif. Organs Vol 22(3), pp. 121-133, 2008.

[82]: Calvo P, Remufian-Lopez C, Vila-Jato J.L and Aonso M.J.
Novel hydrophilic chitosan-polyethylene oxide naadijzles as protein carriers. J. Appl. Polym. Sci.
63, pp. 125-132, 1997.

[83] : Rouquerol F, Luciani L, Llewellyn P, DenoyelR et Rouquerol J.
« Texture des matériaux pulvérulents ou poreuxeshmique de I'lngénieur P1050.

[84] : Nguyen P.

« Optimisation du catalyseur supporté Bt8IC pour la réaction d’oxydation directe de I'HBS
soufre élémentaire, du laboratoire a l'industri@hése doctorat, Université de Louis Pasteur
Strasbourg | (2006).

[85] : Silverstein R.M, Basler G.C et Morill T.C. )
Identification spectrométrique de composés orgasqiEdition De Boeck Université{d édition.
2003.

[86]: Focher B, Beltrame L. P, Naggi A and Torri G.
Alkaline N-deacetylation of chitin enhanced by Haseatments. Reaction kinetics and structure
modifications. Carbohydrate Polymers 12, pp. 408;4D90.

[87] : Pillai C.K.S,Willi P and Chandra P. Sharma
Chitin and chitosan polymers: Chemistry, solubiland fiber formation. Progress in Polymer
Science 34, pp. 641-678, 2009.



Références Bibliographiques

[88] : Nugraha Edhi SUYATMA.

Développement de films biodégradables a baseitlessahe: études du Mélange hitosane/PLA, de la
Plastification et de la Compatibilisation. Thésectdoat en Chimie des Matériaux. Université de
Reims-Champagne Ardenne. 2006.

[89]: Soussy C.J.
Comite de I'antibiogramme de la Société Francaes®litrobiologie. Recommandations 2009.

[90]: Wang G.H.
Inhibition and inactivation of five species of fdmafne pathogens by chitosan. Journal of Food
Protection 55, pp. 916-919, 1992.

[91]: Chang D.S, Cho H.R, Goo H.Y and Choe W.K.
A development of food preservation with the wadterab processing. Bull. Korean Fish Soc 22, pp.
70-78, 1989.

[92] : Qin C, LiH, Xiao Q, Liu Y, ZhuJand Du Y.
Water-solubility of chitosan and its antimicrobativity. Carbohydrate Polymers 63, pp. 367-374,
2006.

[93] : Kim S.K and Rajapakse N.
Enzymatic production and biological activities dfitosan oligosaccharides (COS): A review.
Carbohydrate Polymers 62, pp. 357-368, 2005.

[94]: Beaulieu C.
Les effets multiples du chitosane. Phytothéra@,72

[95]: Meziti C.

Régénération et réutilisation d’un déchet provermnta raffinerie d’huile. Mémoire présentée a la
faculté de la technologie de l'université A/M dej@a en vue d'obtention du grade de magistére en
Génie Chimique. 2009.

[96] : Wu Y, Yang W, Wang C, Hu J and Fu S.
Chitosan nanoparticles as a novel delivery systemammonium glycyrrhizinate. International
Journal of Pharmaceutics 295, pp. 235-245, 2005.

[97]: Caliceti P, Salmaso S, Elvassore N and Bertac A.
Effective protein release from PEG/PLA nano-pagcproduced by compressed gas anti-solvent
precipitation techniques. Journal of ControlledeRsk 94, pp. 195— 205, 2004.

[98] : Gombotz W.R and Pettit D.K.
Biodegradable polymers for protein and peptide dieljvery. Bioconjugate Chemistry 6, pp. 332-
351, 1995.

[99]: Chien-Chi L and Andrew T. M.
Hydrogels in controlled release formulations: Netvadesign and mathematical modeling.
Advanced Drug Delivery Reviews 58, pp 1379-1408620



Références Bibliographiques

[100]: Grassi M and Grassi G.
Mathematical modelling and controlled drug deliveviatrix systems. Current Drug Delivery 2, pp.
97-116, 2005.






Annexe

Déplacement des transitions thermiques

Chaque polymere est caractérisé par une tempérdturgansition vitreuse propre (Tg).
Lorsqu'un mélange de deux polymeres est caract@aseédeux transitions vitreuses distinctes,
identiques a celle des polyméres parents, celguediincompatibilité entre les deux polymeres. A
l'inverse, un mélange de polyméres compatibleseptégait une transition vitreuse unique peu étalée
en température. L'analyse enthalpique differestigNED) et I'analyse thermomécanique dynamique
(ATMD) sont les techniques couramment utiliséesrpmserver I'évolution de la Tg des mélanges
en fonction de la composition.

Pour les polyméres miscibles, il existe des modglepermettent de prédire I'évolution de la
Tg du mélange en fonction de sa composition. Urnpramhe trés simple est I'équation de Gordon-
Taylor (1952):

B Wngl + Kw zng

g

w, + Kw ,

Oou w et K sont respectivement la fraction massique dlynpere i et une constante

empirique. Cette équation, applicable & un méldmgaire, sert & modéliser I'effet d'un plastifiant
les polymeres.
L'équation de Fox, encore plus simple, introduite Bordon(1977) est fondée sur une

approche empirique de I'évolution de ladigmélange, soit :

oW W
Tg Tgl ng

Ainsi la détermination expérimentale de la @gin mélange de polymeres et la comparaison
avec le modele Gordon-Taylor permet d'évaluer ¢eumpatibilité. L'abaissement de la température
de fusion (T) d'un des constituants peut également étre leeslgme certaine compatibilité entre les
polyméres du mélange et donc servir de critereoctepatibilité. Toutefois, la fiabilité de ce critére
est souvent mise en question car des modificatiensorphologie des constituants aprés mélange
peuvent également provoquer I'abaissement du deifiasion. Il peut y avoir compétition entre les

effets thermodynamiques (dont dépend la compaébiit certains effets morphologiques.



Résumé

Ce travail avait pour objectif I'extraction de lhittne a partir des carapaces des
crevettes puis sa transformation par voie chimignechitosane. Ce dernier est utilisé dans
I'élaboration des formulations a effet retard, djanmcipe actif ‘tobramycine’ qui rentre dans
les formes médicamenteuses a voie oculaire. L'étiedia cinétique de libération du principe
actif a montré que celle-ci suit un mécanisme &rpiar un processus de diffusion.

La masse molaire et le degré de désacétylatiarhidosane ont été déterminés par les
meéthodes viscosimétrique et potentiométrique, duit sestimés a 27,95kDa et 88,72%
respectivement, par comparaison avec un chitosamemercial utilisé comme témoin, de
masse moléculaire 74,578kDa et caractérisé paegredie désacétylation de 64,12%.

Les caractérisations des deux polymeres et duipenactif par IRTF, ATG/DTG,
MEB et DRX ont abouti a un ensemble de résultagschitosane synthétisé et commercial
ainsi que la tobramycine présentent des structci@niques, des effets thermiques, et des
morphologies distinctes.

L’étude antibactérienne du chitosane (CH) et diioshine associé a la tobramycine,
vis-a-vis des germes d&taphylocoque aurey$220) au moyen de la technique des puits a
différentes concentrations ; 0.5, 1 et 1.5% dymeke préparé dans I'acide acétique a 1% et
pour deux valeurs de pH, 5.8 et 6.2, a confirmén&horation de I'activité a pH= 5,8 et pour
de faibles concentrations.

L’étude de la cinétique de libération de la tobramg a travers la matrice
polymérique précédente vitro, révele que le taux d’encapsulation est plus ingmravec la
diminution de la concentration et le pH des sohgidu chitosane et avec 'augmentation de
son poids moléculaire. Par conséquent, la libératantrolée est dominé par un profil de type
non fickien a pH=5 tandis que le profil de libéoatiobéit plutét a la loi de fick a pH=6.

Mots clés: Chitosane, Libération prolongée, Gélification,bfamycine, Biodégradation.

Summary

This work aimed at the extraction of chitin fromrigtp shells then at its
transformation into chitosan chemically. The latteused in the preparation of delayed effect
formulations, of an active ingredient 'tobramyeutich contributes to the making of ocular
route drug forms.

The molecular weight and degree of deacetylatibrchitosan were determined by
viscometric and potentiometric methods, which aséneated to 27.95 kDa and 88.72%
respectively, compared with a commercial chitosaeduas a control, molecular weight
74.578 kDa, characterized by a degree of deacetylat 64.12%.

The characterizations of both polynaerd the active principle by FTIR, TGA / DTG,
SEM and XRD have led to a set of results. The shitosynthesized and commercial and
tobramycin have chemical structures, thermal edfeantd distinct morphologies.

The study of antibacterial chitosan J@HAd chitosan combined with tobramycin, vis-
a-vis the seeds of Staphylococcus aureus (S22ay uke technique of wells at different
concentrations, 0.5, and 1.5% of a polymer preperddb acetic acid and two pH values, 5.8
and 6.2, has confirmed the improvement in actiattpH 5.8 and at low concentrations.

The study of the release kinetics bfamycin through the previous polymer mairix
vitro showed that the rate of encapsulation is more itapbwith decreasing concentration
and the pH of chitosan solutions and with its iasexl molecular weight. Therefore, the
controlled release is dominated by non-Fickian tgppH=5 while the release profile obeys
the law of fick at pH = 6 instead.

Keywords Chitosan, Prolonged liberation, Gelification, Tralonycin, Biodegradation.



