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< » a été employé pour la premiére fois en 1987 aux Etats-
Unis. Il désignait alors les technologies multidisciplinaires émergentes qui, afin d'offrir des
substituts aux traditionnelles prothéses synthétiques, exploraient le comportement des cellules sur
une matrice non biologique.

D'abord, ne visant qu'un rejet minimal pour ensuite sous-entendre une intégration
maximale, le concept a évolué et signifie maintenant une régénération controlée des tissus et des
organes.

Il est intéressant de noter que cette évolution a permis de percevoir comme
complémentaires les idées de réparation et de régénération tissulaires.

Le génie tissulaire englobe actuellement ['utilisation de cellules et de biomatériaux pour le
maintien, la réparation ou la reconstruction de tissus et d'organes ainsi que la création et la
validation de modeles in vitro.

C’est un domaine pluridisciplinaire regroupant les sciences des biomatériaux, la chimie des
surfaces et des colloides, la biologie cellulaire, la biochimie, le génie génétique, la médecine et le
génie chimique. Il s'applique a des tissus ou organes trés divers : peau, vaisseaux sanguins,
tendons, ligaments, cartilages, os, vessie, reins, foie, pancréas, valvules cardiaques, corde dorsale,
cornée, etc. Il apporte une solution originale aux problémes de transplantation et a la pénurie

d'organes et de tissus.

L'objectif de ce travail de recherche est de concevoir et de développer un scaffold
tridimensionnel semi synthétique biodégradable dont la composition est similaire a celle de la

matrice extracellulaire qui est constituée en grande partie de glycoprotéines et de protéines pures,

ainsi que de glycosaminoglycannes.

Le mémoire se compose de deux parties majeures :

- La premiére partie est consacrée a la compréhension des nouveaux biomatériaux du point de
vue structurale, morphologique, comportement au sein du milieu biologique et les perspectives.

- La seconde est la partie expérimentale. Nous avons étudié quantitativement et qualitativement
par la spectroscopie infrarouge a transformée de fourrier, I’interaction des deux supramolécules

« gélatine/carboxyméthylcellulose » avant et apres réticulation par le glutaraldéhyde.
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topographiques et morphologiques par microscopie a force

atomique et électronique a balayage.

Nous avons réalis¢ le test de gonflement dans les différents milieux physiologiques. Puis, nous
avons discuté au départ la nature de la diffusion et apres celle des résidus en s’appuyant sur les
spectroscopies IR-TF et UV-Vis. Notamment, nous avons pu mesurer I’évolution du pH dans le
temps.

Nous nous sommes particulierement intéressés aux propriétés mécaniques de traction pour
pouvoir déterminer dans quelle catégorie « os, tendon, cartilage, peau ...» notre matériau peut

étre utilisé.
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n I’éditorial de la revue « Tissue Engineering » en 1987

(Lysaght et al., 2009), la définition est fixée comme suit :

“Regenerative medicine/tissue engineering is a rapidly growing multidisciplinary
field involving the life, physical, and engineering sciences that seeks to develop
functional cell, tissue, and organ substitutes to repair, replace, or enhance
biological function that has been lost due to congenital abnormalities, injury,

disease, or aging”’.

Plusieurs tentatives ultérieures de redéfinitions du terme « tissue engineering » ont été
données. En loccurrence, le «tissue engineering» est directement li¢ a la médecine

régénérative.

“Tissue engineering combines the principles and methods of the life sciences with
those of engineering to elucidate fundamental understanding of structure-function
relationships in normal and diseased tissues, to develop materials and methods to
repair damaged or diseased tissues, and to create entire tissue replacements.”

National Institute of Biomedical Imaging and Bioengineering, 2004

Le « génie tissulaire » implique donc 'utilisation des "scaffolds", littéralement «échafaudage» en
anglais, qui sont des architectures sophistiquées tridimensionnelles, formant des motifs précis. Un
«scaffold» doit satisfaire les critéres suivants (Hutmacher, 2001):
(1) il doit étre hautement poreux avec des pores interconnectés et présentant une taille
appropriée afin de favoriser l’intégration et la vascularisation du nouveau tissu, la
diffusion des nutriments et I’évacuation des déchets,
(2) il doit étre construit a partir de matériaux biocompatibles et dont la biodégradabilité
est controlée,
(3) il doit favoriser I’adhésion, la prolifération et la différentiation cellulaire,
(4) il doit assurer a la fois le réle de support mécanique lors de la transplantation et le role
de la trame temporaire mimant la matrice extracellulaire des cellules afin de guider la
reconstruction tissulaire,
(5) il ne doit pas induire une réponse inflammatoire,

20


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary
— use period has ended.
Thank you for using

t CO m p I ete PDF Complete.

e lulable en forme et en taille.
Unlimited Pages ¢

Les «scaffolds» peuvent étre fabriqués a partir de matériaux inorganiques comme le
phosphate de calcium, utilis¢é dans la régénération des tissus minéralisés cas du tissu osseux
(Hench et al., 2002), ou de matériaux organiques comme les polymeres naturels ou synthétiques
(Drury et al., 2003).

Parmi les polymeéres naturels utilisés dans le génie tissulaire, les hydrogels a base de
biopolymeéres, comme 1’alginate et le chitosan, sont particuliérement attractifs. En effet, ils
présentent une structure proche de celle des macromolécules composant les tissus humains, une

faible cytotoxicité, une bonne biocompatibilité et un colit relativement bas (Mjahed, 2009).

I.1. Les hydrogels dans le génie tissulaire

L’hydrogel est une forme physique trés opportune pour la fabrication :
- de matériaux destinés aux systémes a libération de drogues,
- des lentilles de contacts,
- des organes artificiels,
- des cartilages synthétiques,
- des revétements des cathéters et aux traitements des plaies.

En revanche, plusieurs caractéristiques rendent les hydrogels biocompatibles quand ils
sont introduits dans le corps :
- Les hydrogels gonflent dans I’eau et entraine un relachement du réseau polymére permettant
ainsi la libération du principe actif par diffusion.
- La nature hydrophile des chalnes polymériques favorise les propriétés hydrodynamiques des
cellules a Iinterface de 1’hote et prévient ainsi I’adsorption protéique et I’adhésion cellulaire de
surface.
- Les hydrogels, aprés gonflement, acquierent une certaine élasticité et subissent des pressions
des tissus avoisinants sans étre déformés tout en remplissant leur role.
- Cette ¢lasticité baisse le risque d’altérer les tissus avoisinants par compression, irritation, et

friction (Van Vlierberghe, 2010).

Les hydrogels sont composés de chaines polymériques hydrophiles pouvant étre soit

synthétiques soit naturelles. Les hydrogels synthétiques incluent : le poly(alcool vinylique)
21
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cide hyaluronique (Lee et al., 2001). Suivant la nature des
pontages mis en jeu dans le réseau, il est possible de distinguer les hydrogels «chimiques» et les
hydrogels «physiques» Dans les hydrogels chimiques, des liaisons covalentes assurent la
cohésion du gel et, I’équilibre de gonflement est, en grande partie, relié¢ au taux de réticulation.
Les hydrogels «physiques» présentent, quant a eux, des pontages ioniques, des interactions de
type Van Der Waals ou des interactions électrostatiques (Hoffman, 2002).

Les hydrogels doivent répondre aux critéres cités précédemment pour étre utilisés en tant que
«scaffold» dans le génie tissulaire. De plus, le mécanisme de gélation doit étre pris en compte. La
formation de gel basée sur des liaisons covalente peut provoquer, quant a elle, une cytotoxicité
provenant de la molécule de réticulation mais également rendre le gel non biodégradable, aspect

défavorable pour le génie tissulaire (Lee et al., 2001).

I.2. Les biomatériaux
Les biomatériaux sont utilisés en médecine. Ils regroupent différentes classes de
biomatériaux comme les métaux, les céramiques, les verres, les polyméres et les différents
composites. Le domaine de la science des biomatériaux est trés vaste et s’étend au-dela du génie
tissulaire.
Dés 1982, lors de la National Institutes of Health Consensus Conference, une premiére
définition satisfaisante avait été soumise :
«Un biomatériau est un matériau d’origine naturelle ou synthétique, utilisé seul ou
combiné avec un principe actif, comme partie intégrante d’un dispositif, pour le
traitement, I’accroissement ou le remplacement de tissus ou organes, sans causer
de dommage aigu ou chronique a son hdte, tout en assurant son efficacité

biologique et/ou physique prévue, pendant sa durée de service in vivo.»

En 1986, la Société Européenne des Biomatériaux s’est mise en accord sur une définition
adéquate au biomatériau :
“A biomaterial is a nonviable material used in a medical device, intended to
interact with biological systems”.

Williams, 1987
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t des matériaux non vivants, utilisés dans un appareil
médical, et congcus pour interagir avec des systémes biologiques, qu’ils participent a
la constitution d’un dispositif a visée diagnostique ou a celle d’un substitut de tissu
ou d’organe ou encore a celle d’un dispositif de suppléance (ou d’assistance)
fonctionnelle ».

(Mjahed, 2009)

Une définition simplifiée est donnée par le consensus de Chester en 1991 :
« Les biomatériaux sont des matériaux destinés a étre en contact avec les tissus
vivants et/ou les fluides biologiques pour évaluer, traiter, modifier les formes ou

remplace tout tissu, organe ou fonction du corps ».

La perte ou le disfonctionnement d’un organe ou d’un tissu sont parmi les problémes de
santé publique les plus dévastateurs et coliteux (Langer et al., 1993). Les biomatériaux ont été
développés pour préserver I’intégrité et le confort de vie des personnes souffrant de déficiences
fonctionnelles ou victimes de blessures ou de brilures.

Depuis les dispositifs médicaux a usage unique jusqu’aux prothéses implantées, une

grande variété de produits implique I’utilisation de biomatériaux.
Les biomatériaux ne se définissent pas par une nature particuliére mais par I’'usage auquel ils sont
destinés. Ils regroupent aussi bien des matériaux issus du génie de I’homme (métaux, alliages
métalliques, céramiques, matieres plastiques) que des matériaux d’origine naturelle (collagéne et
cellulose), mais aussi des matériaux d’un nouveau type associant un des matériaux précités a une
matrice biologique (Mjahed, 2009).

Ils se différencient des médicaments par le fait qu’ils n’ont pas d’objectifs thérapeutiques
principal par un effet chimique a I’intérieur de I’organisme et n’ont pas besoin d’étre métabolisés

pour étre actifs.

Lors de I’implantation d’un biomatériau, il est important de controler I’adhésion protéique
et ’adhésion cellulaire afin de palier aux éveénements néfastes tels que des réactions
inflammatoires chroniques, les réactions allergiques, les infections bactériennes, ou encore les

thromboses dans le cas des implants vasculaires.
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imposés possédant des propriétés mécaniques et structurales
adaptées a leur future fonction. Ensuite, les biomatériaux développés doivent interagir de facon
active avec le milieu « vivant » environnant tel que les tissus avoisinants le site d'implantation du
matériau. Des réponses controlées sont recherchées a partir du biomatériau pour minimiser les
réactions vis-a-vis de ce corps étranger, et moduler I’activation des cellules du systéme
immunitaire (Ratner et al., 2004). Ces nouveaux biomatériaux développés sont donc constitués
de composés bioactifs capables d’interagir avec les cellules et d’induire une réponse spécifique

des tissus environnants.

Une des caractéristiques indispensable des biomatériaux est leur biocompatibilité et leur
inertie lors de leur intégration dans le corps humain, ceci afin d’éviter les phénomenes de rejet.
Une évolution récente est 1’élaboration de composés biodégradables. De tels composés sont
destinés a des applications thérapeutiques nécessitant une présence limitée dans le temps comme
les stents biorésorbables (Zilberman et al., 2006), les fils de suture synthétiques résorbables tels
que le Vicryl® rapide ou le Dexon®, les membranes biodégradables pour la cicatrisation des
plaies (Jiirgens et al., 2006), ou encore les éponges pour la régénération du tissu osseux (Freed
et al., 1993; Ishaug et al., 1997).

Cependant, les limitations inhérentes a I’emploi des biomatériaux ont entrainé le
développement du génie tissulaire qui s’efforce de reproduire les principales propriétés des tissus

et de contrdler leur comportement dans le temps (Ishaug et al., 1997).

1.3. La biocompatibilité

Quelques années plus tard, avec lI'émergence de diverses applications en pré-cliniques,
dans l'analyse et la régénération de ces biomatériaux, des modifications de la définition du
biomatériau se sont révélée nécessaires, en particulier en ce qui concerne les mots non-viable et
médical.

L’interaction avec le systéme biologique requiert a ce que 1’hdte appropriée ne suscite pas
de réponse allergique, inflammatoire ou autre indésirable. Cela fait appel a la notion de

biocompatibilite.
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Williams, 1987

Différentes définitions de la biocompatibilité restent a I’heure actuelle vague et complétement
confuse étant donné que la conception des nouveaux biomatériaux est en évolution, d’une part. Et
d’autre part, la réponse appropri¢e de 1’hdte peut varier considérablement entre les différentes
applications.

Une récente définition a été remaniée par Williams (2008).
The biocompatibility of a scaffolds or matrix for a tissue engineering product refers
to the ability to perform as a substrate that will support the appropriate cellular
activity, including the facilitation of molecular and mechanical signaling systems,
in order to optimize tissue regeneration, without eliciting any undesirable local or
systemic responses in the eventual host.

Williams, 2008

Les scaffolds sont souvent congus pour agir comme un support intermédiaire pour la
régénération des tissus. Ils sont donc destinés a se dégradent au court du temps et a disparaitre
lorsque le tissu est de nouveau formé.

I.4. La biodégradabilité et les polyméres biodégradables

La aussi, le terme de biodégradation peut regrouper des définitions assez larges. Et il est
inutile de dire que les produits de dégradation d’un matériau biodégradable doivent étre
biocompatibles.

“Biodegradation is the chemical breakdown of materials by the action of living
organisms, which leads to changes in physical properties”.

Williams, 1987

Les polymeéres biodégradables sont des polymeéres de biocompatibilité prouvée pour
I’homme. On distingue des biopolymeéres d’origine naturelle : collageéne, acide hyaluronique,
chitine, chitosane, amidon, alginate,..., et des biopolymeéres synthétiques : poly(e-caprolactone)
(PCL), acid polylactique (PL), acide polyglycolique (PGA), polydioxanone, etc. Les polymeres

synthétiques possédent des propriétés physiques (module élastique, contrainte a rupture en
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Is présentent de faibles propriétés mécaniques, ce qui limite

leur application (Peroglio, 2008).

1.4.1. Les polyméres biodégradables naturels

Ce sont des matériaux synthétisés par les €tres vivants : végétaux, animaux et micro-
organismes. La famille la plus importante est celle des polysaccharides comme I’amidon dont les
sources principales sont le mais, le blé et la pomme de terre, la cellulose (papier), la lignine (bois)
ou le chitosane (chitine des crustacées). Une autre famille est constituée par les protéines qui sont
issus des plantes oléagineuses (colza, tournesol, soja), des protéagineux (pois, féveroles), du son
des céréales (gluten du blé¢) ou de tissus animaux (collagéne, gélatine) ou de produits animaux

(caséine).

A. Les polysaccharides :

Les polysaccharides sont une forme de glucides appelés aussi sucres, glucanes ou
polyosides ; ils sont formés par la condensation d'unités glucidiques (Berand, 2001).

Ils peuvent étre des épaississants, stabilisants, agents de suspension, gélifiants,
filmogénes, agents d'aération, floculants, liants, émulsifiants, lubrifiants, agents de texture et de
structuration.

Une fois hydratés dans un environnement aqueux, ils créent la structure «gel» appelé
hydrogel. Les solutions aqueuses de polymeres hydrophiles a des concentrations faibles ou
modérées, en l'absence de l'enchevétrement des chaines, produisent normalement un
comportement Newtonien, d’une part.

D'autre part, une fois la réticulation entre les différentes chaines de ce polymeére est
introduite, le réseau ainsi obtenu montre un comportement viscoélastique et parfois un
comportement ¢lastique pur. Comme le terme l'indique, liaisons transversales doivent étre
présentes pour éviter la dissolution des chaines de polymere hydrophile dans la phase aqueuse
(Berand, 2001).

Par ailleurs, les polysaccharides réticulés sont aussi utilisés pour le revétement et/ou
I'enrobage des substances médicinales actives ou encore dans des compositions des drogues

(Patil, 2008).
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e coton et lesprogé plantes supérieures (Kamel et al., 2008).
C’est un homopolysaccharide a trés longue chaine, de masse molaire trés élevée et de formule
brute (C¢(H20)s)n (Doublier, 2000). Elle appartient a la famille des B-D-glucanes. Elle est
constituée exclusivement d'unités B-D-glucose reliées entre elles par des liaisons de type B
(1—4), a chaque molécule de cellulose comportant trois groupes hydroxyles, a I'exception des
extrémités terminales. L'unité répétitive composée de 1'association de deux glucoses est appelée
cellobiose (fig. 1.1) (Doublier, 2000).

La cellulose est un hydrogel tridimensionnel hydrophile capable d'absorber et de créer des
liaisons polaires avec les molécules d'eau par ses fonctions hydroxyles.

Ce matériau tres réticulé est semi-cristallin. Il se caractérise par une certaine proportion de
cristallites au sein d'une masse amorphe. Sa stabilité est assurée par des liaisons hydrogenes
inter- et intramoléculaires.

Une analyse faite par porosimétrie au mercure a montré que la cellulose présentait une
"porosité naturelle" : les pores répartis de fagon homogene sur le matériau ont un diametre moyen

de 100A (Bartouilh, 2004).

Cellohiose
og HO oH [ HO HO |
HO o 0 HoO 0 0 | HO H
HO 0 0
0 HO 0 HO OH
HO OoH HO OH HO
n-4
Exirémiteé Unité anhydroglucose Exirémiteé
non réducirice (n : degré de polymérisation)  réductrice

Figure 1.1. Représentation de la chaine de cellulose (Kamel ez al., 2008).

Parmi les dérivés de la cellulose ;
- L’oxycellulose :
La cellulose oxydée (oxycellulose) est de la cellulose dans laquelle quelques groupes

d’alcools primaires terminaux des résidus de glucose ont été convertis a des groupes carboxyles.
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- La carboxyméthylcellulose:

Elle est aussi dénommée CMC, NaCMC, CMC sodique, gomme cellulosique ou sel de
sodium de 1'éther carboxyméthylique de cellulose. Sa formule chimique générale est la suivante :
Ce¢H;,0,2(OR)) (OR5) (OR3) ou Ry, Ryet Rspeuvent étre: H; CH,COO™ Na'™ ou CH,COOH. Elle
contient des unités d'anhydroglucoses substitués. C’est un sel de sodium partiel d'un éther
carboxyméthylique de cellulose. Elle provient directement de souches naturelles de matieres
végétales fibreuses. Son poids moléculaire peut étre évalué par la mesure de la viscosité, il est
compris entre 17,000 et 300,000. Son degré de polymérisation va de 80 a 1500. La teneur en
carboxyméthylcellulose doit au moins étre de 99,5 % de la substance anhydre. C’est une poudre
granuleuse ou fibreuse, blanche ou légérement jaunatre ou grisatre, légérement hygroscopique,

inodore et insipide (Bartouilh, 2004).

« La carraghénane :

C’est une substance gélatineuse. La carraghénane est un polysaccharide hétérogéne extrait
de certaines algues rouges de la famille des Rhodophyceae. Son nom dérive de celui du lichen
Carageen (mousse d’Irlande), dont elle est initialement extraite. Elle est obtenue par traitement
thermique en milieu alcalin, filtrée, précipitée dans l'alcool avant d'étre récupérée sous forme de
poudre (Bourrier, 2006).

Les especes présentes dans le commerce sont les A-, les K- et les t-carraghénanes (Figure
I.2). Les carraghénanes sont utilisées principalement dans l'industrie alimentaire comme agents
de texture ainsi que pour leur capacité a former des gels réversibles en milieu aqueux. On les
trouve également dans certaines applications cosmétiques ou pharmaceutiques pour stabiliser les

émulsions ou les dispersions (Lafargue, 2007).
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Figure 1.2. Motif de répétition idéal de A-carraghénanes (a) (R = H ou SO3), et (b) de
t-carraghénanes (R; = R, = SO5") et du k-carraghénane (R; = H ; Ry = SOy)
(Lafargue, 2007).
« L’amidon :

L'amidon est un polysaccharide d'origine végétale (Figure L.3). C'est la principale
substance glucidique des tissus photosynthétiques.

Les caractéristiques de composition, de morphologie et d'ultrastructure qui dépendent de
l'origine botanique de I'amidon ont fait 1'objet de nombreuses revues bibliographiques. L'amidon
est un polymeére du glucose CsH;0Os, composé de deux homopolymeres de structures primaires
différentes: 1'amylose, macromolécule quasiment linéaire et I'amylopectine, macromolécule tres
fortement ramifiée. La teneur en amylose est différente selon l'origine botanique de I'amidon. Elle
varie entre 0% (amidon de mais cireux ou waxy) et 70-80% (amidon de pois ridé et mais riche en
amylose). Ces valeurs extrémes sont obtenues pour des génotypes mutés, alors que la teneur en
amylose des especes sauvages telles que la pomme de terre, le blé, le pois lisse est comprise entre
18 et 35%. L'amidon est constitu¢ d'entités granulaires semi-cristallines qui résultent d'une
organisation de ses deux constituants. L'amidon contient également en faibles quantités des
constituants non glucidiques représentant 0,1 a 2% selon l'origine botanique. Ces composants
mineurs sont principalement des lipides, des protéines et des minéraux localisés aussi bien a la
surface des grains d'amidon qu'a l'intérieur (Puppi et al., 2010).

Il représente une fraction pondérale importante des matiéres premiéres agricoles. On le
trouve dans les organes de réserves des plantes telles que les céréales (30-80% de la matiere
séche (ms)), les tubercules (60-90% ms) et les 1égumineuses (25-50% ms). L'amidon constitue la
principale source d'énergie pour I'alimentation humaine et animale. C'est un composé nutritionnel
abondant, renouvelable, peu coliteux, qui trouve dans les aliments de multiples fonctions comme

épaississant, gélifiant, liant et matiéres sucrantes. L'amidon est également utilisé dans de
b 9

29


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary
use period has ended.

Thank you for using
t Complete PDF Complete. jon-alimentaires : la production papetiére, l'industrie

Click Here to upgr b, etc. Il est également devenu ces derniéres années une

Unlimited Pages ar

r la production de matieéres plastiques renouvelables et
biodégradables et se pose en candidat potentiel pour la fabrication de biocarburants.

OH

H-C

\\om OH
H2C
o

OH 0/

Figure L.3. La structure de I’amidon (Nair, 2006).

« La chitine et le chitosan

Une autre famille de polysaccharides trés fréquemment utilisée est celle constituée par la
chitine et le chitosan. La chitine est un polymeére constitué d’unités N-acétylglucosamine relié¢es
entre elles par des liens B(1-4) et peut donc étre considérée comme I’équivalent aminé de la
cellulose. Le chitosan est quant a lui obtenu au départ de la chitine partiellement déacétylée
(figure 1.4).

La source principale de ces polymeres est la carapace des crustacés qui subit pour ce faire une
déprotéinisation suivie d’une déminéralisation. Ces biopolymeéres sont trés utilisés dans le
domaine biomédical notamment comme peau artificielle, fils de suture biorésorbables ou encore
lentilles de contact. Au niveau de la diététique, ces polymeres constituent d’excellents pieges a
lipides, €paississants ou stabilisateurs. Ils entrent également dans la composition d’engrais et de
pesticides mais leur utilisation la plus remarquable est sans aucun doute le traitement des eaux
polluées par les métaux lourds et les PCBs (polychlorobiphényles) pour lesquels la chitine et le

chitosan constituent d’excellents agents de chélation (Peroglio, 2008).
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Figure 1.4. Formule de structure de la chitine (Peroglio, 2008).

B. Les protéines :

Ce sont des polyméres organiques résultant de la condensation d’acides aminés par
formation de liaisons peptidiques. Les acides aminés constitutifs sont appelés résidus. Le radical
R présent sur le résidu est appelé chaine alkyle (Raisonnier, 2003).

« Le collagéne

Le collagene est considéré comme un échafaudage biocompatible car la protéine est la
composante principale de la matrice extracellulaire et des échafaudages multiples a base de
collagéne sont actuellement disponibles pour utilisation clinique, en particulier pour l'application
dans les tissus mous comme la peau (Onesippe , 2005). Le collageéne a été largement appliqué
dans le domaine de l'ingénierie tissulaire et dans une certaine mesure dans les systémes de
livraison (Sha Huang, 2010).

Toutes formes physiques et structurelles (par exemple, des matrices poreuses, des films et des
gels...) qui peuvent étre également étre produites a partir du collagéne. Ces formulations peuvent
étre utilisées en génie tissulaire et dans la régénération de la peau. En outre, le collagéne a été
combing¢ avec d'autres matériaux a cette visée. (Huang et al., 2010).

Les éponges de collagéne ont été déja utilisées comme agents hémostatiques, scaffolds pour
la réparation tissulaire et pour promotion de la croissance cellulaire. Trés récemment, des
scaffolds nanocomposites en collagéne et hydroxyapatite ont permis la guérison de défauts

critiques in vivo (fémur de souris Wistar et tibia de porcs) (Peroglio, 2008).
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de sa biodégradabilité et sa biocompatibilit¢ dans les environnements physiologiques
(Onesippe , 2005 ; Huang et al., 2010).

a) Structure

La gélatine contient un total de 18 acides aminés en différentes concentrations. La liaison
de ces acides aminés forme des chaines polypeptidiques. Chaque chaine contient environ mille
acides aminés. La structure globale de la gélatine est une molécule en forme de baguette se
composant des structures hélicoidales primaire, secondaire et tertiaire (tableau I.1) (Karim et
al., 2008).

b) Les types de gélatine et leurs caractéristiques

La gélatine est un exemple de polymere amphotére, présentant des propriétés cationiques
en milieu acide et des propriétés anioniques dans un environnement alcalin. Elle se caractérise
donc par le point isoélectrique (pl), c’est a dire par le pH auquel elle est globalement neutre
(autant de charges positives que négatives). A cette valeur de point isoélectrique, on a I’équilibre

suivant : (figure 1.5)

NH3+ DH‘

COOH H+ COO- H+ COO-

Figure L.5: Equilibre de charges au point isoélectrique.
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en acides aminés entrant dans la composition de la gélatine

Teneur en acides aminés Teneur en acides aminés
exprimée en grammes pour | structures exprimée en grammes pour | structures
100g de gélatine pure. 100g de gélatine pure.
3
. 5 OH .
Alanine 11,3 | HN Isoleucine 1,6
@]
HaN-_ AN
r___,rl-lH
Arginine 9,0 II Leucine 3,5
H,
N
HaNT
5
HO
R
Aci .
¢ de. 6,7 A Lysine 4,4 i
aspartique HN O HaN
z Q
OH
Aci . )
cide . 11,6 Phénylalanine 2,5
glutamique
H,N
OH
Glycine 27,2 HN Serine 3,7
0]
N
Histidine 0,7 Thréonine 2.4
3
H _
Proline 15,2 N H Tryptophane 0,0 H o
H 8 i /<’/0H
(8]
NH
Hydroxyproline | 13,3 0 Tyrosine 0,2
HO .4
OH o)
Hydroxylysine | 0,8 | "N~ hou | Valine 2.8
NH,
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pH qui correspond & un minimum de solubilité dans 1’eau

De plus, le pouvoir gélifiant est exprimé en valeur bloom qui définit la force en gel de la
gélatine ; il correspond a la rigidité du gel obtenu avec cette gélatine dans des conditions
normalisées. Ce paramétre dépend de la concentration en gélatine, du pH, de la température et du
temps.

Le bloom est la force maximale mesurée lors de la pénétration d’un cylindre standardisé de 2
pouce de diameétre a une profondeur de 4mm et avec une vitesse de 1 mm/seconde dans un gel a
6,67% maturé pendant 18 heures a 10°C dans un flacon spécifique. Le tableau L.2 représente les

caractéristiques de quatre types de gélatine.

Tableau 1.2 : Caractéristiques des gélatines selon Chene (2000).

Type A B

Origine Couennes de porc Os Os Peaux de bovins
pl 7,5-9 6,5-8 4,8-5,2 4,8-5,2

Bloom (g) 60-300 60-300 | 60-280 60-260
Viscosité (m Pa.s) | 1,8-5,5 1,8-4 2-7 2-7

On constate que les gélatines de type A se distinguent du type B par :
- Leur point isoélectrique (toujours supérieur a 6,5 pour le type A et voisin de 5 pour le type B),

- Une viscosité plus faible pour un méme degré Bloom (Chene, 2000).

Une ¢étude bibliographique sur le mode de préparation et de transformation des gélatines est déja
faite au niveau de notre laboratoire de recherche en matériaux polymériques multiphasiques
(Chaibi, 2003; Bouras, 2004 ;Merouani, 2005 ).
- La fibroine :

La fibroine de soie (larve de bombyx mori) est constituée de chaines polypeptidiques
(PM=350,000-415,000) arrangées en feuillets 3 plissé€s antiparalleles.

La structure primaire de la fibroine est une succession du motif (Ser-Gly-Ala-Gly). Cet
arrangement permet un empilement des feuillets au sein duquel les chaines latérales d’alanine et

de sérine de chaque feuillet se glissent dans des recoins de taille capable de les
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Figure 1.6. La structure de la fibroine arrangée en feuillets 3 plissés antiparalleles.

La fibroine est insoluble dans I'eau, soluble, comme le coton, dans le réactif de
Schweizer ; la solution n'est précipitée ni par le sucre, ni par les sels neutres, mais seulement par
les acides. Avec l'acide sulfurique, elle donne un liquide brun clair, visqueux, précipitable par le
tanin; les solutions chlorhydrique et azotique sont précipitées par les alcalis ; a chaud, la derniére
engendre de 'acide oxalique.

La fibroine ne se dissout pas dans les lessives alcalines étendues, mais seulement dans les
alcalis caustiques, en donnant des solutés précipitables par l'acide sulfurique étendu ; elle est
insoluble dans 'ammoniaque et dans les carbonates alcalins ; la potasse en fusion donne surtout

de l'acide oxalique. Elle se rapproche par sa composition a la gélatine (Eun Gil et al., 2007).

L’étude des interactions des macromolécules biomimétiques a base de protéines et

polysaccharides s’avere essentielle puisque la_ matrice extracellulaire est elle-méme constituée

en grande partie de glycoprotéines (collagéne, Fibronectine, Laminine et elastine) et de protéines

pures, ainsi que de glycosaminoglycannes (acide hyaluronique, substance fondamentale amorphe,

qui capte I'eau et donne son volume a cette matrice extra cellulaire).
La matrice extracellulaire joue un rdle dans le soutien structural, 'adhérence, le mouvement et la

régulation de la cellule.

% Les interactions protéines/polysaccharides :
Lorsqu'une protéine et un polysaccharide anionique sont dans une méme solution, trois
types de comportement peuvent étre observés :

- Premiérement, les deux polymeres peuvent étre en deux phases distinctes sans interagir, ou
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polymeéres de natures différentes.

- Deuxiémement, rarement observé, se produit lorsque les macromolécules forment un
mélange homogene spontané sans interagir. Cet état de Co-solubilité est en constante
compétition avec celui d'incompatibilité thermodynamique.

- Troisiémement, il peut y avoir présence de deux phases ou les polymeéres de charges
opposées se retrouvent principalement dans la méme phase. Cette compatibilité
thermodynamique, ou séparation de phase associative, est caractérisée par la formation d'un

complexe protéine/ polysaccharide, aussi appelé coacervat (Turgeon, 2003).

La figure L.7. résume les différents systemes que forment en solution les protéines et les

polysaccharides.
o o %5 polysaccharide
a4+
ot ) {_}  protéine
segregation _— T association
| ..'_I
- J’,Ig. x —~ 2 r‘];pli =
y O r o
incompatibilité co-solubilité complexation

Figure 1.7.: Systemes formés a partir des solutions contenant des

protéines et des polysaccharides (De kruif, 2001).

a) La co-solubilité :

Sauf a trés faibles concentrations, la co-solubilité est trés rare, étant donné la différente
nature des polymeéres. La formation de différents systemes est due aux caractéristiques
structurales des polymeres, c'est-a-dire leur poids moléculaire, la présence de groupements

hydrophobes sur les molécules et la charge des polymeéres. De plus, le pH, la température, la
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b) Les systémes complexés :

Lorsque les interactions sont attractives, les deux polyméres sont complexés résultant en
une ou deux phases associatives. Lorsque les complexes protéines-polysaccharides sont solubles
en solution, il n'y a qu'une seule phase. Mais lorsqu'ils sont insolubles, on retrouve deux phases,
l'une contenant les complexes insolubles et I'autre composée principalement de solvant (Lemay,
2000).

Les interactions entre les deux biopolymeres sont favorisées lorsque deux polymeres
exercent une charge électrique opposée, par exemple a un pH légérement inférieur au point
isoélectrique de la protéine, tandis que le polysaccharide porte toujours une charge négative
(Doublier, 2000).

- Effet du pH et des charges des polysaccharides :

En général, les interactions moléculaires attractives entre protéines et polysaccharides
sont faibles lorsque que des protéines portent une charge neutre ou négative (le pH est supérieur a
leur PI). Par contre, les interactions macromoléculaires attractives sont fortes lorsque des
protéines portant une charge nette positive (pH<PI) se retrouvent en présence de polysaccharides
anioniques. Ce genre de complexe a déja été étudié a l'aide de diverses protéines et de
polysaccharides anioniques comme l'alginate ou la carboxyméthylcellulose ou des
polysaccharides sulfatés comme la carraghénane.

En général, une solution de protéines globulaires et de polysaccharides anioniques forme
des complexes insolubles lorsqu'elle est formée a un pH ou les deux polymeéres portent des
charges opposées. Cependant, il est possible de favoriser la formation de complexes solubles en
acidifiant lentement une solution contenant des polysaccharides anioniques et des protéines
chargées positivement. Ces complexes resteront solubles méme dans des conditions ou
habituellement la protéine seule est insoluble (Lemay, 2000).

Les polysaccharides portant des groupements carboxyles ont tendance a ne pas former de
complexes avec les protéines globulaires lorsque le pH est supérieur au PI. Toutefois, des
polysaccharides sulfatés trés chargés peuvent former des complexes solubles méme lorsque le pH
est supérieur au pl de la protéine. La formation de tels complexes a été rapportée pour les
dextranes sulfatés et le sérum albumine bovin jusqu'a des pH atteignant 8,5. En fait, méme si la

charge totale des protéines est négative, a des pH supérieurs au PI, une formation de complexes
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raient entre ces régions positivement chargées et les
polysaccharides anioniques. Ce phénoméne a aussi €té observé entre la K-carraghénane et la

caséine kappa du lait.

- Interactions fortes et lien covalent :

En général, la formation de complexes solubles ou insolubles est réalisée a l'aide
d'interactions moléculaires de forces faibles (interactions électrostatiques, liaisons hydrophobes et
hydrogéne). Toutefois, lorsqu'il y a présence d'interactions fortes, c'est a dire lorsqu'une protéine
chargée positivement (pH<pl) se retrouve en présence d'un polysaccharide anionique, la
formation de liens covalents entre les polysaccharides et les protéines est possible. La liaison peut
se produire lorsque les deux polymeres sont soumis a un léger traitement de chaleur de 60°C
(lorsque l'activité de 1'eau est faible) ou bien lorsque les deux polymeéres sont mélangés ensemble
en condition alcaline (pH 9 a 11) pendant quelques minutes et que le pH est ensuite diminué a
une valeur neutre ou acide. Il en résulte un «conjugat» dont la particularité est d'étre beaucoup
plus stable que les complexes protéines-polysaccharides (Benichou, 2002). Plusieurs études sur
les «conjugats» ont été réalisées a l'aide de divers complexes (BSA-dextran, B-lactoglobuline-
dextran et B-lactoglobuline-dextran sulfate) et ont permis de comparer la stabilité¢ des émulsions
produites par ceux-ci. Toutefois, les conditions expérimentales utilisées lors de cette étude ne
favorisent pas la formation de conjugats mais favoriseront plutot les interactions de forces faibles

puisque les solutions étudiées auront un pH égal ou supérieur au pl (Lemay, 2000).

¢) Systémes incompatibles :

Les systémes incompatibles peuvent étre composés d'une phase contenant simultanément
les deux polymeéres (phase associative) ou bien de deux phases distinctes qui ne contiennent
principalement qu'un seul des deux polymeéres (phase ségrégative). Les protéines et les
polysaccharides se retrouvent en solution dans la méme phase lorsque leurs concentrations sont
sous le seuil de la séparation de phases puisqu'il se produit peu d'interactions répulsives entre eux
(Lemay, 2000).

Lorsque deux polymeres se retrouvent dans une méme solution, ils peuvent agir comme si
leurs concentrations étaient supérieures a ce qu'elles sont vraiment, puisqu'il y a moins de solvant

disponible pour chacun d'eux. Cette compétition pour le solvant et les forces répulsives qui sont
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t caractérisés par des forces répulsives entre les polymeéres
sont souvent désignés par le terme : incompatibilité thermodynamique (Baeza, 2002).

Lorsque les protéines et les polysaccharides d'un systéme portent des charges semblables,
les interactions présentes sont répulsives plutot qu'attractives. Elles ne favorisent pas l'association
entre les deux polymeres mais plutot entre les polymeéres de méme nature (protéines-protéines et
polysaccharides-polysaccharides). Les polysaccharides, en se regroupant entre eux, ont tendance
a repousser les autres polymeéres présents en solution.

L'efficacité que posseédent certains polysaccharides a exclure de leur milieu des protéines
dépendent de plusieurs facteurs, principalement du pH du systéme et des charges que porte le
polysaccharide. Une bonne flexibilité de la chaine moléculaire, un poids moléculaire élevé et une
forte concentration en sel sont aussi des facteurs qui augmentent la capacité d'un polysaccharide a
repousser une autre macromolécule de son milieu et a provoquer une séparation de phases. En
général, l'association entre les protéines est due aux interactions hydrophobes, aux liaisons
hydrogéne et aux interactions électrostatiques. Ainsi, l'incompatibilité thermodynamique est
généralement favorisée par une augmentation de la température, un ajustement du pH vers le pl
des protéines et par la protonation des groupements carboxyles des protéines.

Les conditions pour obtenir une séparation de phases sont donc différentes selon que le
polysaccharide du systéme est carboxylé, neutre ou sulfaté. Par exemple, l'incompatibilité
thermodynamique d'un systéme contenant des protéines et des polysaccharides neutres augmente
lorsque le pH s'approche du pl et lorsque le poids moléculaire du polysaccharide ou la
concentration en sel augmente. Cependant, l'incompatibilité thermodynamique d'un systéme
contenant des protéines et des polysaccharides sulfatés est augmentée lorsque le pH de la solution
s'¢loigne du PI. Autour du PI, il existerait une région correspondant a une compatibilité complete
de ce systéme. Par contre, ce systéme présentera une séparation de phases seulement a une force
ionique supérieure a 0,5 peu importe le pH. Dans le cas d'une solution contenant des protéines et
des polysaccharides carboxylés, celle-ci posséde une compatibilité limitée lorsque la formation
de complexes est inhibée, c'est-a-dire lorsque le pH excéde le pl de la protéine (peu importe la
force ionique) ou lorsque le pH est égal ou inférieur au pl en présence d'une force ionique de 0,25

(Lemay, 2000).
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atiques :

Elles sont importantes surtout dans le cas des biopolymeéres qui ont une charge électrique
dans les conditions ou ils sont utilisés (pH et force ionique). Elles peuvent étre attractives ou
répulsives selon que les groupes concernés ont €té chargés des signes différents ou similaires. La
force et la portée de ces interactions diminuent avec l'augmentation de la force ionique

b- L’exclusion stérique :

Le volume relativement ¢€levé occupé par de nombreux biopolymeéres en solution signifie
que les effets d'exclusion stérique sont importants, c'est a dire, il ya une réduction de I'entropie du
mélange du systeme en raison de la réduction du volume disponible aux molécules de
biopolymeére a occuper.

c- Les interactions hydrophobes :

Cette interaction est importante pour les biopolymeres dans des solutions aqueuses qui ont
les groupes non polaires, et se manifeste comme une tendance pour les groupes non polaires de
s'associer les uns aux autres.

d- Les Liaisons hydrogéne :

Cette interaction est importante dans le cas des biopolymeéres qui ont des segments le long
de leur chaine et qui peuvent former des liaisons hydrogéne relativement fortes avec des
segments appartenant a d'autres molécules, par exemple, a travers des structures en hélice ou en
forme de feuilles. L'importance relative de ces interactions dans un syst¢eme donné dépend des
types de biopolymeres impliqués (faisant intervenir le poids moléculaire, le profil de densité de
charge par rapport au pH, la flexibilité¢, hydrophobicité¢), de la composition de la solution
(exemple, pH et forces ioniques) et des conditions environnementales (exemple, la température,
le cisaillement).

En modulant ces paramétres, il est possible de contrdler les interactions entre les biopolymeéres et

donc de créer différentes caractéristiques fonctionnelles désirées cas de I’alimentation.
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v(acide lactique), les polyorthoesters, les polyamides, les
polyaminoacides, les polyphosphazenes, les polyuréthanes, les polyanhydrideset les

polyethyléneglycol.

« Les polyesters aliphatiques

Parmi les polymeéres biodégradables, la famille des polyesters est devenue majeure et
représentative de la révolution écologique qui a eu lieu dans le domaine de la chimie des
matériaux. Les polyesters sont fortement développés dans les applications biomédicales
notamment comme biomatériau ou matériau biocompatible mais ils sont aussi utilisés comme
thermoplastiques dans de nombreuses applications de commodité (Bonduelle, 2008).

Les polyesters comprennent tous les polymeéres qui possédent un squelette carboné composé
de fonctions esters.
Ces fonctions délimitent et connectent des unités monomeres qui peuvent étre tres variées.
Les polyesters sont historiquement les premiers polyméres qui ont pu étre obtenus par voie
chimique.
Actuellement, ces macromolécules peuvent étre obtenues par plusieurs moyens. La premicre voie
de production, la fermentation connait un essor considérable car elle donne accés a un grand
nombre de polyesters naturels. Beaucoup de micro-organismes, des algues et des champignons
produisent ces macromolécules qui représentent en biologie la S5éme classe de biomolécules apres
I’ADN, les protéines, les glucides et les lipides.
La deuxiéme voie de production est la synthése chimique. De nombreux polyesters aliphatiques
tels que la polycaprolactone (PCL) ou le polylactide (PLA) sont produits de cette fagon. Deux
voies de synthése donnent acces aux polyesters : la condensation de diols/diacides carboxyliques
ou d’hydroxyacides et la polymérisation par ouverture de cycle (ROP) d’esters cycliques
(lactones ou dilactones). Cette deuxiéme méthode est bien plus efficace d’un point de vue
thermodynamique et présente 1’avantage de réduire le nombre de réactions secondaires qui
peuvent se produire pendant la polymérisation.
La nomenclature des lactones dépend de la taille de leur cycle (figure L.8.) et des substitutions de
ce cycle. Les molécules que 1’on rencontre le plus souvent dans la littérature sont présentées ci-
dessous ainsi que les propriétés des polymeres auxquelles elles donnent accés (Rutot et al.,

2004).
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biodégradabilité et sa biocompatibilité, et peut étre considéré comme biopolymeére car il est
obtenu au départ de I’acide lactique, lui-méme étant issu de la fermentation de saccharide. Deux
voies d’obtention du polylactide peuvent étre répertoriées : la polycondensation de l’acide
lactique ou la polymérisation d’ouverture de cycle du lactide, dimére cyclique de ’acide lactique

(figure L.9).

Lactide

B g
kn/o )YO
O (o]
o O
i B-Bulyrolactone | |
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y-Butyrolactone c< 7 B-Valérolactone Ff
5

Glycolide

B-Propiolactone

&-Valérolactone y-Valérolactone

e-Caprolactone

Figure 1.8. Principales lactones rencontrées dans la littérature (Bonduelle, 2008).

o . - \J\o
Comdensation H _-L
O O/n

Acide I -lactique Poly-L-lactide FAactide

Figure 1.9. Synthése du PLA par voie chimique (Bonduelle, 2008).

Comme toute polymérisation par étapes, la polycondensation de I’acide lactique nécessite des

temps réactionnels relativement longs et fournit des polyméres dont la masse molaire est limitée a
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e la présence d’un catalyseur.

Le catalyseur généralement utilisé est l'octoate d’étain, similairement a la catalyse de la
polymérisation de 1’e-caprolactone.

L’acide lactique est I’'une des plus petites molécules chimiques possédant un carbone asymétrique
et peut donc exister sous la forme de deux stéréoisomeres : la forme L (+) qui est présente dans de
nombreux organismes et la forme D(-) qui est trés rare dans la nature. Etant donné qu’il y a deux
formes actives de 1’acide lactique. Le lactide peut exister sous la forme de trois stéréoisomeres :
le L-lactide (L-LA), le D-lactide (D-LA) et le mésolactide. On trouve fréquemment le mélange
racémique compos¢é de 50 % de L-LA et de 50 % de D-LA, souvent dénommé D,L-lactide. La
polymérisation du L-LA conduit a ’obtention d’un polymere semicristallin caractérisé par une
température de fusion (Tf) de 175°C et une température de transition vitreuse (Tg) de 55°C. Par
contre, un polymere amorphe (pas de Tf, Tg ~ 55°C) est obtenu par polymérisation du mélange
racémique D, L -LA.

Possédant des propriétés mécaniques semblables a certains thermoplastiques produits par les
industries pétrochimiques tels le polypropyléne, le PLA est également biocompatible ; ce qui
permet son utilisation pour des applications biomédicales et pharmaceutiques ,et est
biodégradable, ce qui justifie son utilisation potentielle en tant que substitut des plastiques de
commodité traditionnels.

Le PLA est ainsi utilis¢ comme peau artificielle, fils de sutures biorésorbables, implants

orthopédiques ou encore systémes a libération controlée de médicaments (Rutot ez al., 2004).

« Polyorthoesters (Figure 1.10)
La réaction de transestérification entre les orthoesters cycliques et les glycols donne les
polyorthoesters. Ils peuvent étre obtenus par les réactions des acétals dicéténe avec des glycols.
Ces esters sont relativement stables dans les bases et sont hydrolysés lentement dans pH
physiologique et rapide dans des conditions de faible pH. Ils ont été explorés comme des

systémes de libération de médicaments (Huang, 2005).

« Polyanhydrides
Les polyanhydrides sont synthétisés soit par la polymérisation par ouverture de cycle des

anhydrides soit par condensation interfaciale ou par déshydrochloration de diacides et de
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olymérisation a été récemment mise au point et permet de

synthétiser des polymeéres qui ont un trés haut poids moléculaire.
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Figure 1.10. Structure de poly(ortho esters) : (a) poly(ortho ester I) ; (b) poly(ortho
ester) II; (¢) poly(ortho ester) I1I ; (d) poly(ortho ester) IV (Nair, 2006).

Les polyanhydrides aromatiques ont une treés grande stabilité¢ a ’hydrolyse et les points de
fusion tres élevés, ce qui les rendent difficiles a traiter. Le taux de dégradation des
polyanhydrides est fonction de la structure du polymeére ainsi que le type de monomeres utilisé.
Cela a conduit a I’¢laboration de divers polyanhydrides aliphatiques et aromatiques dont les
propriétés peuvent étre adaptées en faisant varier les proportions des deux monomeres.

Plusieurs poly(anhydride-co-imide) tels que le poly [pyromellitylimidoalanine-co-1 ,6-bis (p-

carboxyphénoxy)] hexane (PMAala: CPH) (Figure L11 b) ont été étudiés comme des
échafaudages pour I’ingénierie tissulaire et la biocompatibilité de ces polymeéres a été établie in
vitro et in vivo.
En raison de la disponibilité d’une large gamme de monomeres diacides, différents types de
polyanhydrides tels que des anhydrides contenant de 1’éthers, I’ester et I'uréthane ont été
synthétisés et étudiés pour diverses applications médicales (Nair, 2006).

« Polyamides et polyaminoacides

Les polyamides sont généralement dégradés plus lentement que les polyesters avec des

structures similaires (Figure 1.12). Par conséquent, leurs utilisations en tant que matériaux
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Figure IL.11. Structure of polyanhydrides: a acide poly[(carboxy phenoxy) propane
sebasique]; b poly  [pyromellitylimidoalanine-co-1,6-bis(p-carboxy
phenoxy)hexane] (Nair, 2006).
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Figure 1.12. La synthese de poly(acide aspartique) PASP (Huang, 2005).

« Polyphosphazenes
Tous les polymeéres synthétiques biodégradables discutés ci-dessus peuvent étre
considérés comme des polymeéres organique. Les polyphosphazénes forment une classe
polyvalente de polymeres inorganiques en raison de leur fléxibilité synthétique et une grande
adaptation pour des applications. Ils sont linéaires et ils ont un haut poids moléculaire. Leur
synthése est réalisée par la polymérisation controlée par ouverture de cycle thermique de
hexachlorocyclotriphosphazéne a 1’état fondu pour former le polydichlorophosphazeéne, suivie de

la substitution des atomes de chlore du polymére par des nucléophiles organiques ou organo-
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ambiante et la solubilité des produits de dégradation.
La biocompatibilit¢é de nombreux polyphosphazénes biodégradables a été établie in vitro et in
vivo.

La plupart de ces derniers sont solubles dans les solvants organiques, ce qui rend le
traitement du polymere trés faisable.
Ils sont largement utilisés comme des matrices pour des applications dans I’administration de
médicaments et en particulier dans la libération des polyphosphazeénes permettant de créer de
nouveaux polymeéres avec une dégradation désirée, ce qui traduit dans la conception de systemes
de libération de médicament basée principalement sur la diffusion, 1’érosion ou un mélange de
ces dernieres. En outre, la biocompatibilit¢ de ces polymeéres fait une application de choix en

génie tissulaire (Langone et al., 1995).

Ci Cl
P
Cl R
N N 250° C SN
R =N P —_— N

Cl Cl

» P a R
cl N cl n n

Figure 1.13. Synthése de polyphosphazene (Veronese et al., 1999).

« Polyuréthanes

Les polyuréthanes occupent une place privilégiée dans le domaine des polymeéres, en raison
a la fois de leur nature et de leurs applications.

Ils résultent d’une condensation d’un polyisocyanate avec des groupements ayant un
hydrogéne mobile, principalement des hydroxyles. Cette réaction exothermique peut
s’accompagner d’un dégagement gazeux, qui permet une expansion plus ou moins marquée du
matériau. D’autres réactions permettent d’obtenir des réseaux plus ou moins structurés. Ces
réactions facilitées par des catalyseurs s’effectuent rapidement et a température ambiante, ce qui
permet I’obtention des cycles en grandes quantités.

Cette facilité a réagir des polyisocyanates pour donner des polyuréthanes, et également des
polyurées, permet une trés large gamme d’applications s’accompagnant d’une grande variété de
duretés et de masses volumiques.

Les polyuréthanes, grace a leurs caractéristiques et a la relative facilitée de mise en ceuvre,
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pansements autocollants transparents, de champs opératoires adhésifs (Postaire, 1991).

Dans la majeure partie des cas, les hauts polymeéres ne sont formés que lors de la fabrication
des objets, dans les moules ou les cavités a remplir. Les mati¢res premicres, les catalyseurs et les
adjuvants, sont livrés liquides et sont mélangés dans des proportions rigoureusement controlées.
Les isocyanates réagissent alors avec les polyols, les amines, ’eau, ou sur eux-mémes, pour
former les polyuréthanes solides (Maiza, 1987 ; Carrega, 2000).

-Réaction des isocyanates avec les uréthanes

Un exces d’isocyanates réagit a chaud avec les uréthannes pour donner les allophanates :

R—NCO + R—NH—CO—OR —= Ne— CO— OR'

R— NH —CO

Figure 1.14. Réaction des isocyanates avec les uréthanes

Ceux-ci peuvent se former lors de la fabrication de prépolymeéres ayant des terminaisons
isocyanates.

Ils entrainent une réticulation, c’est-a-dire un pontage entre les chaines macromoléculaires.
Ils sont recherchés dans certains cas pour faciliter la mise en ceuvre et améliorer certaines

propriétés, mais ils sont sensibles a ’humidité en cours de vieillissement (Postaire, 1991).

« Polyéthyléne glycol
Le polyéthyléne glycol est un polymére composé de répéter des sous unités de structure
identique, appelées les monomeres. C’est un liquide ou un solide de basse fonte, selon leur poids
moléculaires.
Le point de fusion de polyéthyléne glycol change selon le poids de formule du polymére. Il a la
structure suivante :
HO- (CH,-CH,-O), H

Il est soluble dans I'eau, méthanol, benzéne et dichlorométhane par contre est insoluble dans

I’éther diéthylique et ’hexane.
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propriétés a basse température, ainsi que les propriétés des dispersions. Les polyols les plus
communément utilisés dans la synthése de polyuréthanes sont les polyéthers polyols et les
polyesters polyols.

Des polyols spécifiques, tels que les polycarbonates ou les acrylates sont aussi parfois utilisés.

La structure chimique du polyol a évidemment une grande influence sur les propriétés finales de
polymeére et de la dispersion, mais son poids moléculaire est aussi un parametre a prendre en

compte, car il est fortement 1i¢ a la flexibilité¢ du polymére (Durrieu, 2002).

« Les polycarbonates

Ce sont de nouveaux polymeres biorésorbables utilisés en médicine. Les pseudo peptides a
base de la tyrosine ont d’abord été introduits pour la premiere fois en 1987 par Kohn et Langer.
Ils sont biocompatibles, biodégradables, non toxiques et non immunogenes. Ils possédent des
propriétés intéressantes telles que la solubilité, la stabilité thermique et une aptitude au moulage.
Divers polycarbonates provenant d’éthyle, butyle, hexyle, octyle ou des esters de la tyrosine
désaminotyrosyl, peuvent étre préparés par condensation.
Le carbonate de poly ester(désaminotyrosyl-tyrosine ethylcarbonate) (PDTE) portant une chaine
indépendante d’ester éthylique est accepté en tant que matériau d’implants orthopédiques,

présentant I’apposition d’os en contact avec des tissus durs (Asikainen, 2007).

o]

0

I Il

C=0 H—{ —N —C—CH—CH
@— O—CH,CH

Figure 1.15. Structure chimique de carbonate PDTE.

n

1.4.3. Les huiles végétales

Parmi celles-ci, I’huile de lin est étudiée et utilisée en vue de la fabrication de nouveaux
biomatériaux. Le lin, cultivé depuis des siecles dans une grande partie du globe, notamment en
Amérique du Nord et en Chine, permet I’obtention, aprés pressage, d’une huile qui est un

triglycéride riche en insaturations vinyliques. Les principaux acides gras constitutifs de 1’huile de
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h comportemental et économique, quelques grandes familles
de polymeéres élastomeres. Suite a la faible réactivité des doubles liaisons carbone-carbone en
présence d’especes radicalaires, ’utilisation de I’huile de lin comme monomere multifonctionnel
repose sur sa modification par greffage, par exemple, d’anhydride maléique au niveau des

doubles liaisons (Rutot et al., 2004).
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PARTIE EXPERIMENTALE.
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. m (NaCMC), viscosité: 300-600 cps a T=25°C; pH=5,64,

(Sigma) ;
3. Glutaraldehyde (50%) (Aldrich);

4. Nitrure de sodium (NaN3), MM=65;

5. Chlorure de sodium cristallisé (Na CI) a (99%), MM= 58,44;

6. Acide chlorhydrique (HCI), (35-37%), MM=36,5 ;

7. Hydroxyde de sodium (NaOH), MM= 40;

8. Chlorure de potassium (KCI), MM=544 ;

9. Carbonate de sodium (NaHCO3), MM= 84 ;

10. Hydrogenophosphate de sodium appelé aussi phosphate disodique (Na,HPO4), MM=126 ;

11. Dihydrogenophosphate de sodium appelé aussi phosphate monosodique ou phosphate de
sodium monobasique (NaH,PO,) (2 99%) MM =104 ;

12. Phosphate de potassium KH,PO4, MM= 100.

I1.2. Préparation de films a base de gélatine/carboxym éthylcellulose sodique.

Tous les films sont préparés en solubilisant la gélatine et la carboxyméthylcellulose
séparément dans I’eau.

Au départ, la gélatine est pesée puis versée dans un bécher. La solubilisation se fait en
ajoutant I’eau sous une treés faible agitation afin d’éviter la formation de bulles d’air. Le
chauffage est ensuite mené jusqu’a 40°C. Cette protéine est thermoréversible, c'est-a-dire que
qu’a cette température, la structure conformationnelle de cette macromolécule n’est guerre
atteinte. Par contre, il est a noter qu’une augmentation de température au dela de 70°C peut
provoquer la dénaturation de la gélatine et le retour c'est-a-dire en revenant a 1’état gel est
irréversible, d’une part.

D’autre part, la solubilisation de la carboxyméthylcellulose nécessite un temps plus élevé
et un chauffage qui peut atteindre 60°C.

Une fois, les solutions sont obtenues. On procede a 1’addition de la solution du
polysaccharide a la premicre puis on verse délicatement dans des boites de pétri en polystyrene,

support hydrophobe.

51


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary
— use period has ended.

Thank you for using ) )
, * COm plete PDF Complete. |le cas des films hydrophiles, les supports doivent étre
Click Here to upg 1 en polystyréne (Schacht, 1997 ; Mohammed, 2000) alors

ux hydrophiles tels que le verre, la macromolécule protéique
ou polysaccharide, aprés le séchage, adhére fortement au support.
a. Films non réticulés.

La préparation des films (gélatine/NaCMC) se fait selon la méthode décrite par PRASAD
et al., (1993). Nous versons 5% (en masse) d’un mélange de (gélatine/NaCMC) a différentes
formulations dans un bécher contenant 100ml d’eau distillée, a la température ambiante avec 10
mg de Nitrure de sodium (NaNs3) pour empécher la contamination bactérienne. Les grains
gonflent. L’eau est absorbée au bout de 30mn. Puis, le tout est placé dans un bain-marie, sous
agitation, pendant t=30mn.

Une fois la solution est obtenue et devient limpide, un volume de 10ml est prélevé puis
vers¢ dans une boite de pétri en polystyréne de diameétre 9,5 cm.

Enfin, le séchage se fait a I’air libre, a température ambiante, pendant 3 a 4 jours.

Les différentes teneurs des différents films en (G/NaCMC) que nous avons préparées sont

données dans le tableau II1.1.

Tableau II.1.: les différents films de biopolymeres préparés.

Films Compositions

Gélatine Film a base de gélatine pure
Gélatine /NaCMC | Film a base de mélange (95% gélatine, 5% NaCMC)
Gélatine /NaCMC | Film a base de mélange (80% gélatine, 20%NaCMC)

b. Films réticulés par le glutaraldéhyde.

Apres séchage, les films sont détachés de leurs supports. Puis, ils sont posés dans des
boites de pétri en verre afin de subir la réticulation par le glutaraldéhyde et cela a différentes
concentrations. 20 ml de la solution aqueuse de GTA sont versés sur les films déja préparés. Au
bout de 24 h, ils sont rincés plusieurs fois a I’eau distillée. Les films ainsi obtenus sont séchés
dans du papier absorbant et placés entre deux plaques en verre pour éviter tout retrait.

Il faut noter qu’au dela de 20% de NaCMC, les films se déforment et augmentent en

diametre qui passe de 9,5cm a 13cm ; cela représente 1'équivalent de 27% (Merouani, 2005).
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sur un refractometre d’Abbé. Le tableau suivant résume les

valeurs moyennes des épaisseurs des différents films.

Tableau I1.2. Les épaisseurs de différents films.

Echantillon Epaisseur (mm)
(G/NaCMC/GTA)(100/0/0) (%) 0,264
(G/NaCMC/GTA)(95/05/0)(%) 0,257
(G/NaCMC/GTA)(80/20/0)(%) 0,267

- Les films réticulés possédent en général, les mémes valeurs d’épaisseur.

I1.3.2. Spectrophotométrie infrarouge (IR-TF) :
a. Principe.

C’est une technique d’analyse utilisée pour I’identification des groupements fonctionnels
(par I’apparition de bandes de vibration caractéristiques), le controle de la pureté, et I’analyse
quantitatives des substances chimiques (par la hauteur des bandes) et qualitative (par la position
des bandes). Elle représente également un moyen important dans 1’étude des structures
moléculaires. Les vibrations créent un champ électromagnétique de méme fréquence.

Le phénoméne d’absorption dans le domaine de I’infrarouge est causé par la vibration et
la rotation des molécules.

Le domaine spectral de I’infrarouge se partage en trois régions : infrarouge proche,

infrarouge moyen et infrarouge lointain.

Nombres

d'ondes (¥) 14000 4000 400 200 cm™
IR proche IR moyen IR lointain

Longueur 0.7 2.5 25 50um

d'onde (1)
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dans la région de I'IR moyen qui lui-méme se divise en deux

ATTCS (g 117

1) Premiére zone comprise entre 4000 et 1500 cm™, domaine des vibrations de valence
caractéristiques des principales fonctions, facile a interpréter;

1) Seconde zone située entre 1500 et 600 cm™, complexe et difficile & interpréter appelée

zone des empreintes digitales. Cette région peut étre utilisée avec profit dans certains

cas (composés aromatiques, ¢ther...) (Hesse et al., 1997).

’ JERARRRERRARY |-« |

O—H, N—H, C—H, sieloing N—H, bending
3650-2500 cm" 18201500 ¢
%
i ~: C=C—H, bending >
R C=N, C=C, shrelchi =C—
A 2260-2100 cm™' " 1000-675 cm”!
N
8
" 6=0, =N, C=C, N=0, sriching
I 1800-1390 cm "
T
A >
N C—H, bendmg
g 14701350 om ™"
G—0, C—N, stlching
1360-1030 om™!
0 ‘ : [ 1111
400 4400 4200 4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1800 1400 1200 1000 800 600 400

WAVENUMBER, CM !

REGION DES REGION DE
GROUPES FONCTIONNELS L’EMPREINTE DIGITALE

Figure II.1. Domaines spectraux dans la région infrarouge moyen (Hesse et al., 1997).
b. Appareil.

L'appareil utilisé est un spectrophotomeétre a transformée de fourrier (FTIR) de type SHIMADZU

84005. Les films sont a une concentration globale de 1% pour une meilleure lecture du spectre.
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ans perte d’énergie par des particules de la matiere chargée
¢électriquement, et principalement, par les électrons. Dans les solides cristallins, ou les particules
sont disposées de facon périodique, la quantité de rayonnement diffusé n’est importante que dans
les directions pour lesquelles les rayons diffusés sont en phase. On dit alors qu’il y a diffraction
(Samake, 2008).

L’observation d’un rayonnement diffracté est donc soumise a des conditions relatives a
I’existence d’interférences constructives ou cohérentes. La loi de Bragg établit la condition
essentielle a la diffraction, a savoir : deux rayons diffusés par un cristal sont en phase et
s’additionnent si la différence entre leurs chemins parcourus au sein du cristal est égale a n fois (n
= nombre entier) leur longueur d’onde :

2 dpi.sin@® = ni
Avec
A : la longueur d’onde du rayonnement utilisé¢ ;
0 : ’angle de réflexion. ;
d : la distance réticulaire entre deux plans atomiques adjacents d’une méme famille ;
n : 'ordre de réflexion.
Cette relation permet, a partir des valeurs de I’angle d’incidence, de déterminer les
équidistances des différentes familles de plans caractéristiques du matériau analysé.

A est la longueur d’onde de la raie Ko du cuivre (1,5406x107° m) (Peroglio, 2008).

b. Appareil.

L’appareil utilisé est un diffractométre de type D 8-ADVANCE-BRUKER-AXS.  Les
Rayons X sont produits par une anticathode de cuivre alimentée sous 40KV et 40mA. La
radiation Cug, (A= 1,54056A) séparée au moyen d’un monochromateur arriére en graphite
courbé. La fente de divergence et d’antidiffusion sont programmables. Le diagramme des
¢chantillons est enregistré sur un domaine angulaire compris : 5 - 60° (20) par pas de 0,02. Le
temps de comptage est de 1 seconde par pas. Le goniometre vertical 6-20 en géométrie Bragg

Brentano. Le détecteur est a scintillation.
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¢ différentiel est une technique utilisée pour étudier les
transitions thermiques d'un polymere. La fonte d'un polymere cristallin ou la transition vitreuse
en sont des exemples. Son principe de fonctionnement est illustré dans la figure I1.2.

Le dispositif est constitu¢ de deux récipients : un récipient témoin ou le polymeére a

analyser sera déposé et un récipient de référence qui sera laissé vide.

Récipient Lchantillon Feécipient de
tém oin de pelymere  peference

/

7 7

- R
] x Vers U ardinateur
/ NS

Four Therm ocouples

Figure IL.2. Principe général d’un colorimetre DSC.

Les deux récipients se trouvent dans un four qui chauffe habituellement a une vitesse constante.
Chaque récipient contient un thermocouple reli¢ a un ordinateur. Celui ci calcule la différence
entre la température de l'échantillon et celle de référence puis les convertit en flux de chaleur.

La DSC permet de mesurer les flux de chaleur associés a la transformation ou a
'évolution structurale dans le matériau en fonction du temps et de température. Ces grandeurs
fournissent des informations qualitatives et quantitatives sur les changements physiques ou
chimiques impliquant des processus endothermiques ou exothermiques ainsi que des
changements de chaleur spécifique (Diaham, 2007).

La transition vitreuse se manifeste par un saut du flux de chaleur. C'est une transition cinétique
qui résulte du changement de la moléculaire entre deux états. Sur le thermogramme de DSC, la
température de transition vitreuse (T,) est définie au point d'inflexion ou & mi-hauteur du saut de
capacité calorifique. En raison de la nature cinétique de cette transition, T, dépend du chauffage

au cours de la mesure.
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qui correspond & la température de fusion des cristaux
d'épaisseur la plus probable. La fusion des lamelles cristallines se traduit par un pic

endothermique dont la surface est proportionnelle a I'énergie absorbée par la transformation.

b. Appareil.

L’analyse calorimétrique différentielle a balayage (DSC) a été menée sur un calorimetre
DSC 200 PC. Les masses des échantillons sont de 2 a 4 mg. Ils sont sertis dans une petite capsule
en aluminium (ALO;) appelée creuset. La température de balayage est de 20°C jusqu’a 150°C
sous environnement d’azote (inerte). La vitesse de chauffage est fixée a 5°C/min.
I1.3.5. Microscopie a force atomique (AFM) :
a. Principe.

L’AFM se base sur les interactions physiques entre I’échantillon a analyser et la pointe
AFM. Elle est utilisée pour étudier la topographie des surfaces avec la possibilité d’obtenir une
résolution a I’échelle de 1’atome. Cette technique a pour élément de base une pointe souple dont
I’extrémité a un rayon de courbure de quelques dizaines de nanometres. Cette pointe est en
contact avec I’échantillon qui est lui-méme fixé sur un scanner en céramiques pi€zo-¢électriques.
Lorsque I’on applique une tension a ces céramiques, elles se dilatent ou se contractent ; ce qui
permet de déplacer 1’échantillon dans les trois directions de I’espace X, y, z avec une précision de
I’ordre de 0,1nm. Un laser est réfléchi sur la pointe AFM puis collecté¢ dans une photodiode a
quatre cadrans. Le levier (cantilever) est "une microfabriqué" en nitrure de silicium Si;N4 avec
des dimensions de 100 a 300um de longueur, 10 a 60pum de largeur et 0,5 a 3um d’épaisseur

(Figure I1.3).
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Figure I1.3. Principe de fonctionnement de I’AFM (Mazen, 2003).

Il existe trois modes d’opérations en AFM : (i) le mode contact, (ii) le mode non-contact
qui consiste en une oscillation de la pointe & la surface de I’échantillon sans jamais rentrer en
contact avec celui-ci, et (iii) le mode tapping (ou contact intermittent) qui correspond a une
oscillation de la pointe qui rentre en contact intermittent avec 1’échantillon (Velzenberger,
2008).

- Le cantilever.

Le cceur de PAFM est représenté par le cantilever : un support ou sont montées des
pointes a son extrémité. Les stylets et cantilevers modernes sont fabriqués soit en silicium, en
nitrure de silicium ou en diamant par microfabrication. Les cantilevers utilisés ont soit une forme
triangulaire (ou en forme de " V ") ou soit une forme rectangulaire. Leur longueur varie entre 100
et 300um et leur épaisseur oscille de 0,5 a 3um. Les leviers sont souvent recouverts d’une fine
couche d’or ou d’aluminium pour rendre les pointes réfléchissantes et détecter le laser.

- Le mode Tapping.

Le mode Tapping représente la technique d’acquisition idéale pour la caractérisation
d’échantillons mous ou ¢élastiques (Moller et al., 1999).

Le mode Tapping est approprié pour I’analyse des polymeres, d’échantillons biologiques
et fonctionne également en milieu liquide. Malheureusement, ce mode manque de résolution. La

précision maximale (< Inm) ne peut étre atteinte qu’en mode contact (Velzenberger, 2008).
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) équipé d’un scanner et d’une cellule liquide en quartz. Les
images topographiques (512 x 512 pixels) sont acquises en mode semi-contact comparable au
mode tapping a température ambiante (21-24°C) a ’aide de pointes " V " en nitrure de silicium
Si3Ny4. La fréquence d’excitation de la pointe est, dans chaque cas, fixée autour de 300 KHZ et la

vitesse de balayage a la surface de I’échantillon est de 0,5 HZ.
I1.3.6. Microscopie électronique a balayage (MEB)

a. Principe.

Un microscope ¢électronique a balayage (MEB) fournit des informations sous forme
d’images lumineuses, résultant de D’interaction d’un faisceau d’électrons avec un volume
microscopique de 1’échantillon étudi¢ (Figure 11.4).

Le principe général de fonctionnement d’un MEB consiste a balayer successivement,
ligne par ligne, la surface de I’échantillon avec un faisceau d’¢lectrons puis a transmettre le signal
du détecteur a un écran cathodique dont le balayage est exactement synchronisé avec celui du
faisceau électronique incident .

Cette analyse permet l'observation de la morphologie de surface (répartition et reliefs) avec une
profondeur de champ beaucoup plus importante qu'en microscopie optique. L’appareillage est

brievement décrit dans le schéma I1.4.
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Figure I1.4. Schéma d’un microscope électronique a balayage
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tquel est introduit 1’échantillon a analyser.
- Un ensemble électronique qui est composé de détecteurs permettant de capter les électrons
provenant de I’échantillon, ainsi que d’un systéme d’observation et d’enregistrement.
- Un systéme de pompage qui permet de maintenir le vide absolu dans la colonne.

Le faisceau d’électrons généré par le canon a électrons traverse I’échantillon en
interagissant avec la matiére. L'interaction entre les électrons incidents et I'échantillon produit

I'émission d'électrons d'énergies différentes, de rayons X et de luminescence (figure IL5).

faisceau
€lectronique
€lectrons rétrodiffusés
mission X
\ /,—’A €lectrons secondaires

courant
d échantillon

électrons transmis

Figure IL.5. Interactions électrons-matiére en MEB (Benmachou, 2005).

b. Appareil.
Le microscope utilisé est de type JEOL JSM-840A. Les échantillons sont déposés sur un

ruban double face de carbone sans aucune opération préalable de métallisation.

11.3.7. Gonflement :
a. Milieux.
Ce test a été évalué dans différents milieux pseudophysiologique et/ou in vitro dont les

compositions sont les suivantes. Les volumes de ces milieux ont été fixés a 15ml
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¢ de NaCl, 0,22g de KCl, 2,5g de NaHCOs; et 0,35g de
NaH,PO4 dans 100ml d'eau distillée. Le pH est a 8,2 (Beljit et al., 2008).

ii. Solution 2 :

C’est une solution tampon PBS couramment utilisée dans la recherche biologique. Il s'agit d'une
solution saline contenant du chlorure de sodium, phosphate de sodium, chlorure de potassium et
de phosphate de potassium.

La mémoire tampon permet de maintenir un pH constant. L'osmolarité et les concentrations
d'ions de la solution correspondent généralement a ceux du corps humains (isotonique).

Une préparation commune est décrite comme suit:

Pour un litre d'une solution PBS utilis¢, on additionne 8g de NaCl + 0,2g de KCl + 1,44¢g de
Na,HPO, + 0,24g de KH,PO4. On procede ensuite a leur dissolution dans 800 ml d'eau distillée.
On ajuste alors le pH a 7,4 avec l'acide chlorhydrique (1N) ou NaOH (IN) et enfin, on ajoute
I'eau distillée a un litre (Beljit ez al., 2008).

iii. Solution 3 :

Une solution de 1,5N de NaCl dont le pH est a 6,95.

iv. Solution 4 :

Une solution de 0,5N de NaCl (pH= 5,78).

v. Solution 5 :

Eau distillée, utilisée comme témoin par rapport aux autres milieux.

vi. solution 6 :

Cette solution est préparée par I’addition de 50 ml de 0,2M de KCl et 7,8 ml de 0,2 N de HCl et
200 ml d’eau distillée. On ajuste le pH=2,2 avec l'acide chlorhydrique (IN) ou NaOH (IN)
(Beljit et al., 2008).
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elle de l'eau dans les particules solides, suivie par la
plastification et ensuite le gonflement (Degenis, 1994).

La variation de quelques parametres tels que le solvant, la température, la présence de
sels, la concentration et le pH, provoque soit le gonflement, soit la contraction du gel jusqu'a ce
que 1’équilibre thermodynamique soit atteint : équilibre du gonflement (Fushini, 1997).

Les films de (G/NaCMC) de dimensions (20/20/0,26) (L/l/e) (mm/mm/mm), des
différentes formulations pour différentes concentrations de GTA, sont soumis au test de
gonflement. Un poids de 80 mg sec a été plongé jusqu'a 24 heures dans les six milieux (PFEC,
PBS, NaCl 1,5N, NaCl 0,5N, eau distillée et pH=2,2). Aprés chaque intervalle de temps,
I'échantillon est retiré et épongé sur un papier filtre pour éliminer les exces de 1’eau puis peser.

Les tests sont réalisés a deux températures : a T=37°C et T ambiante.

Le rapport de gonflement "RG" est calculé a partir de I'expression suivante:

G=(M-Mp)/ My* 100 (1)
RG= (M¢-My)/ M 2)
Ou
M;: la masse du film gonflé dans le solvant pendant un temps t ;

My : la masse initiale de film (a t=0).

c. Effet de la force ionique.

Des études systématiques ont montré que lorsqu’on ajoute un ¢éléctrolyte a un systéme a
I’équilibre, I’effet observé est indépendant de la nature chimique de 1’électrolyte mais dépend
d’une propriété de la solution appelée la force ionique.

Cette équation est définie comme suit :

Force ionique=I= % ([A]ZA> + [B]Zg® + [C]Zc + ...)

[A], [B], [C],...représentent les concentrations molaires des divers ions A,B, C,...et Za:+ ,Zp:,
Zcy...sont leurs charges.
Pour des solutions dont les forces ioniques ne dépassent pas 0.1 M, D'effet d’¢lectrolyte est

indépendant de la nature des ions et dépend uniquement de la force ionique.
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ase, un gradient de concentration, la mobilité¢ des molécules
entraine un flux de mati¢re qui tend a égaliser les concentrations et a diminuer I’enthalpie libre du
systeme.

La diffusion dans un milieu, tel qu’un polymere, dépend de plusieurs paramétres comme
la température a laquelle le migrant diffuse, la masse molaire du migrant (une substance de masse
molaire élevée diffusera plus lentement), la concentration du migrant dans la matrice de
polymere.

La diffusion, dans un polymere, dépend également de la morphologie du polymeére et
surtout de sa cristallinité. On remarque une diminution du coefficient de diffusion avec
I’augmentation de la cristallinité du polymeére.

Pour la détermination de la nature de la diffusion du solvant a I’intérieur des hydrogels, on s’est
basé sur les résultats initiaux du gonflement. L’équation utilisée est la suivante. Le tracé de In F

en fonction du In t permettra de déterminer K et n.

F= (w¢w.)=Kt" (2)
Pour ce qui est du coefficient de diffusion, si les deux faces du film polymérique sont exposées a
la méme concentration C;, alors le rapport de la masse absorbée au temps t sur la masse absorbée

a saturation peut également étre exprimé de la fagon suivante : (Veyrie, 2007)

M (B L ol nl )
—L=4 [— El+EZ(—1)'r-erﬁ= ——
M 1|'|I 5 ! =l x-'lDf J

Avec :
D : le coefficient de diffusion en m?s™ ;
1: I’épaisseur du filmen m ;

t : le temps d’immersion en s.

Quand t est faible, I’équation utilisée est la suivante :

M, _, [Di
M.\’
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ent, la mesure du pH a été prise au cours du temps ainsi que

la caractérisation du résidu par UV et par IRTF.

a. Acidité/ Basicité.
Le pH a été mesuré a l'aide d'un pH-metre de type HANNA a t= 0 de l'eau distillée et au temps t

de l'eau ou se trouve les films apres saturation.

b. Spectrophotométrie UV-Vis :

Les spectres dans cette région sont dus aux tractions électroniques, et correspondent a
des spectres d’émission ou d’absorption.

L’absorption des rayons ultraviolets (UV-Vis) par la molécule provoque le transfert des
¢lectrons des orbitales de basses énergies a des orbitales d’énergie plus élevée. Cette méthode
s’utilise principalement pour I’analyse quantitative d’un composé¢ (Laszlo et al., 1978).

Cette dernicre est accomplie par comparaison entre 1’absorbance d’un composant d’un
mélange inconnu et une mesure correspondante pour un mélange pur ou a concentration connue.

Ce type d’analyse est basé¢ sur la loi de Beer-Lamber :

A= logml:%:l =el.C T= logw[l—l;l

Avec :

A : absorbance ;

T : transmittance ;

I : intensité de la radiation incidente ;

C : concentration ou fraction molaire ou volumique ;

1 : longueur du trajet de la lumiére (épaisseur de la cellule ou de I’échantillon) ;

€ : coefficient d’extinction molaire (Chavanne et al., 1998).
Le résidu restant dans des béchers apres le test de gonflement est récupéré dans des fioles pour
étre analysé par UV.
L’appareil utilis¢ est un spectrophotométre UV-Vis de type SHIMADZU 800 a doubles

faisceaux.

64


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary

- use period has ended.
Thank you for using

t CO m p I ete PDF Complete.
Click Here to upgr:

Hemment. Apres évaporation de 1’eau de la solution, le résidu
Unlimited Pages an

hydre sous forme de pastilles.

I1.3.10. Détermination de la teneur en eau et des différents types d’eau
Dans le cas de gélatine, il existe trois types d’eau :
e [’eau de structure :
Elle se trouve a I'intérieur de la triple hélice. Elle joue un role majeur dans sa stabilisation par la
présence de liaison hydrogeéne. Cette quantité dépend du taux d’hélicité. Elle est de 0,040-
0,055g/g de gélatine.
o [’ecauliée:
Elle est absorbée par les groupements polaires. Cette eau est fortement liée par la présence de
liaisons hydrogene. Elle est appelée aussi eau de solvatation. Elle contribue a la stabilisation de sa
structure. Elle est de ’ordre de 0,12-0,14 g/g de gélatine.
Et enfin,
e [’cau libre ou eau de surface

Elle se comporte comme eau pure. Elle est de 0,14-0,37 g/g de gélatine (Primalov et al., 1970).

La teneur en eau (appelée aussi perte en eau ou humidité relative H.R.) a été déterminée par la

relation établie par (Kanamori, 2000).

H.R.(%)= (Mo-M)/My*100

Ou:

M y: est la masse des films préparés et séchés a la température ambiante ;

M : masse des films placés a T = 120°C pendant un t = 72h.

L’appareil utilisé est une étuve de type PROLABO, 220 V,4-5 A avec une gamme de température
de 0-220°C.

Les films préparés ont été étudiés a T=120°C pendant un temps variable.
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mettent de déterminer qualitativement si un matériau est
fragile, ductile, rigide ou souple. Ils permettent aussi de quantifier certaines propriétés
mécaniques telles que le module d’élasticité, la résistance maximale, la contrainte, 1’allongement
a la rupture en traction, la plastification...etc.

Il y a principalement deux types de déformation : la déformation élastique et la
déformation visqueuse (ou plastique). La déformation élastique se caractérise par la linéarité
entre la force nécessaire a 1I’élongation et le taux d’élongation, les déformations étant réversibles.
La déformation plastique (ou visqueuse) se caractérise par une déformation résiduelle permanente
apres le relachement des contraintes ayant provoqué ces déformations ; il s’agit donc d’une
déformation irréversible. Dans le cas des polymeres, ces deux types de déformation se
superposent, c’est pourquoi on parle de matériaux viscoélastiques.

Les caractéristiques mesurées sont :
- Contrainte de traction.

C’est la charge de traction supportée par I’éprouvette a chaque instant de 1’essai par
unité de surface de la section droite minimale initiale de la partie calibrée. Elle est exprimée en
Kgf/en’,

E
contrainte 4 la rupture — — TUpPtUre
mection

- Allongement a la rupture.

C’est ’augmentation de la résistance entre reperes sur la partie calibrée de I’éprouvette
produite par une charge de traction au moment de la rupture de I’éprouvette. Elle est exprimée en
pourcentage de la distance initiale entre les reperes (%).

- Module d’élasticité.

C’est le rapport de la contrainte de traction a la déformation correspondante dans la limite

de la contrainte maximale qu’une matieére peut supporter sous déviation de la proportionnalité

déformation effort (Krawczak , 1999). Il est exprimé en Kgf/cm®.

IModule de traction: En:

=N
a = ‘ﬁ‘m|'ﬁ
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Les allures des courbes de traction sont de quatre types (figure I1.6). Elles dépendent de la nature

du polymeére considéré ou des parametres d’essai (température, vitesse).

Figure I1.6. Courbes de traction types des plastiques (Krawczak , 1999).
Avec : I : matériaux fragiles
II et III : matériaux plastiques
IV : matériaux caoutchoutiques
V: parallele a la tangente a l'origine de la courbe III au point d’abscisse et

d’ordonnée nulle.

b. appareil.

Les courbes contraintes-déformations réalisées sur les différents films a différentes
compositions ont été enregistrées. Le module de Young, la déformation et la contrainte a la
rupture mis en jeu pour rompre 1’échantillon seront aussi calculés pour tous les échantillons
étudiés.

L’appareil utilisé¢ est de type Zwick /Roell Z.0.1. Les échantillons soumis au test sont
coupés sous forme d’éprouvettes rectangulaires de 50 mm de langueur, de 20 mm de largeur et de
0,26 mm d’épaisseur. L’échantillon est placé entre les deux mors de I’appareil. Le démarrage

s’effectue automatiquement a une vitesse de Smm/min jusqu’a ce que la rupture de I’échantillon
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e s’arréte et la courbe force-allongement est alors enregistrée

ssai est repris trois fois.
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La gélatine présente plusieurs bandes d’absorptions qui peuvent étre résumés comme
suit :
Deux régions d’absorption a 3395 et 3317cm™ qui correspondent respectivement aux vibrations
de valence des OH et des NH.
Il existe aussi, selon Centeno et al. (2004), deux zones bien spécifiques :
- une premiére a environ 1655¢cm™ qui représente le carbonyle C=0 de I’amide primaire
avec la contribution de vibration d’élongation C-N et de déformation CCN.
- une deuxiéme a 1550cm™ de I’amide II correspondant a I’¢longation C-N et a sa
déformation dans le plan, d’une part.
D’autre part, selon une étude exhaustive menée par Yakimet et al., (2005) , la triple hélice de la
molécule mére qui est le collagéne absorbe & 1660 cm™ et I’hélice-a s’étend en général de 1650 a
1640 cm™ . 11 a aussi été trouvé que quand le taux d’hélice augmente, il peut atteindre 1661 cm’™
alors qu’en solution, la gélatine perd son degré d’ordre qui est représenté par le taux en triple
hélice. La bande d’absorption correspondante baissera jusqu’a 1643cm™. Par contre, la région de
I’'amide secondaire peut augmenter jusqu’a 1560 cm™ et diminuer jusqu’a 1500cm™. Cette
derniére bande est moins sensible a la structure secondaire de I’amide 1.
- Il a été reporté par Pal et al., (2007) que la vibration de déformation de N-H ou bien la
vibration d’¢élongation et de déformation dans le plan de I’amide secondaire apparait entre 1550
et 1500cm’.
L’apparition des deux bandes a 1651 et 1554 cm™ confirme ce qui a été décrit dans la littérature

(Figure II1.1.).

Il est intéressant de donner un petit apergu sur les différentes structures de la protéine :
1- Structure primaire : composée de chaines d’acides aminés ;
2- Structure secondaire : qui peut étre a son tour soit :
i- Structure en feuillets plissés ou aussi appelée structure 3
Les plans des liaisons successifs sont disposés en zig zag et font des angles voisins de 160°. Les
chaines latérales sont réparties alternativement de part et d’autre des plans. Les liaisons
s’effectuent par pont hydrogene situés dans les plans du feuillet plissé entre des CO d’une liaison

et des —NH d’une autre liaison peptidique
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e en hélice. Les plans font entre eux des angles de 80°. Les
chaines latérales sont dirigées vers I’extérieur de I’hélice. On a 18 résidus aminés pour 5 tours
d’hélice. Les ponts hydrogene sont orientés parallelement a ’axe de 1’hélice, séparés par 3 acides
aminés

3- Structure tertiaire : résulte de I’interaction entre les acides aminés en différent point
de la structure.

4- Structure quaternaire : s’associent pour former une molécule de grande taille.

A coté des ces bandes, la bande a 3089 cm™ de faible intensité nous confirme la présence de C-
Haromatiques- 11 apparait également deux pics d’absorption d’intensités moyennes a 2935 et 2881cm’
! des C-Haiiphatiques asymétriques et symétriques F€Spectivement.

Par ailleurs, les vibrations de déformation de ces derniers groupements sont a 1452 et 1401 cm™.
Les pics a 1166 et 1087 cm™ correspondent a la vibration d’élongation C-O. La région de la
bande de I’amide III apparait entre 1210 et 1240 cm™.

A 670 cm™, correspondent les vibrations de balancement des N-H (voir figure IIL1.).

L’étude de I’effet de I’ajout de la NaCMC sur la gélatine par spectroscopie infrarouge montre en
accord avec les travaux menés par Pal ez al, (2007), un déplacement bathochrome de 3317 vers
3326cm” de la bande des N-H. Il est a noter aussi que la position de la bande maximale
correspondant aux vibrations d’élongation des groupes hydroxyles non carboxylés dans le cas de
la NaCMC subit un déplacement hypsochromes de 3394 vers 3326 cm”. Ceci est du a

I’implication du groupement hydroxyle de la NaCMC dans la complexation.

Cette derni¢re bande inclue aussi les —OH des alcools secondaires et de I’eau absorbée ; alors que
I’extension de ce pic de 3660 jusqu’a 2700 cm™ indiquent qu’il y a établissement de liaisons

hydrogéne inter et intramoléculaires (Biswal et al., 2004 ; Kutsenko et al., 2005).
A 2920 cm™, ce ne sont que les Ve aliphatiques (Lii et al., 2002). Le pic a 1602 cm™ fort et fin du
CO du carboxylate de la NaCMC subit un shiffting hypsochrome vers 1650 cm™. De méme pour

le Vgym a 1424 cm’! réapparait 4 1455 cm™ avec diminution d’intensité.
Y pp
71


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary
use period has ended.
. 3 CO m p ete Thank you for using
PDF Complete.
Click Here to upgrade to
Unlimited Pages and Expa

| coo asymetrigue

Transmittance (%)

T
1500 1425 1350 12785 1200 1125 1050 575 =00 825 T80 LT L] 525 450

nombres d'onde 1l/cm

Figure IIL.1. : Spectres IR-TF et la région digitale de Gélatine (a), NaCMC (b),
gélatine/NaCMC (80/20) (c¢)

72


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary
- use period has ended.
B 3 CO m Iete Thank you for using . . o
p PDF Complete., practérisent le C-O-C des unités glucosidiques et B-(1-4)
Click Here to upgr: t al., 2007 ; Ren et al., 2008).

Unlimited Pages a

OCH,COONa

OH
OH A

OCH,COONa
Figure IIL2. Structure de deux unités adjacentes monomériques du sel NaCMC
(Ibrahim et al., 2010).
Il serait judicieux de rappeler dans le cas des interactions cationiques avec le groupement
carboxylate, ce dernier peut coordonner de fagon différente, par exemple, ionique I, monodentate

I1, bidentate III ou de pontage IV (Papageorgiou ef al., 2010).

R—C’Fﬁ{ﬂ M R c”’fﬂ_m R {:’?’ﬁoﬁ"‘ M R C"-’ﬁﬂ-m
- "-\._ - -H""-\-\.\_\_\_\_ =) -._|- i - ~1‘
o =g e So-m

I 11 Il v

Figure IIL.3. Modes possibles de coordination du groupement carboxylate de la
NaCMC (Papageorgiou et al., 2010).
Avec :

M : Métal.

La participation du groupement carboxylique dans la formation du complexe entraine des
déplacements de la bande de vibration asymétrique et symétrique du groupement carboxylate.
Une étude qualitative établie par Filipiuk ez al., (2005), Zelnak et al., (2007) & Abdelwahab,
(2007), montre que les bandes symétriques et asymétriques des COO" liées a différents cations
peuvent étre présentés come suit :

a)  Pour le mode de chelation bidentate

AV (c00) complexe << AV (c00 ) Na sel

73


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary
use period has ended.
Thank you for using )
PDF Complete. pge bidentate

CI)'ck Here to upgr:
Unlimited Pages ar

hO ) complexe = AV (CO0 ) Na sel ;

c)  Pour la géométrie monodentate du groupe carboxylate

AV (c00") complexe AV (coo ') Nasel ;

Selon notre spectre, il est clair que la liaison carboxylate est obtenue.

- La région entre 1200 et 975 cm” du NaCMC subit suite & I’addition de la gélatine une

modification intense.

De plus, des intensités dans cette région qui étaient relativement fortes deviennent faibles.
Un schéma illustratif de I’hydrogel physique formé suite aux interactions des charges portées par

la gélatine et la NaCMC est donné comme suit :

réseaun tridimentionnel L

do b zelatin i
Gl molécules de NaCM(C Physiques

Figure. IIL.4. Schéma illustratif des hydrogels physiques formés suite aux

interactions entre la gélatine et la NaCMC.
Ainsi, I’hydrogel physique se forme a partir des interactions électrostatiques entre les

deux biopolymeéres de charges opposées. Ce qui offre des possibilités pour produire des

complexes polyioniques avec de meilleures propriétés par rapport a la macromolécule mere.
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yarogels permanents, soit en réticulant la chaine polymérique
(naturelle ou synthétique) seule ou en présence d’une autre macromolécule.

Pour ce faire, différentes manicres peuvent €tre suivies en se servant de petites molécules
porteuses de groupements fonctionnels réactifs aptes a se lier par covalence aux groupements
réactifs de la macromolécule.

Les agents de réticulation de la gélatine sont : les chlorures et les anhydrides de ’acide
carboxyliques le chlorure sulfonylique, les isocyanates et les époxydes (Farris et al., 2009).

Bien que le glutaraldéhyde présente une certaine toxicité, seules de faibles quantités sont
utilisées (Bigi et al., 2001 ; Farris et al., 2009).

Le glutaraldéhyde réagit principalement avec les e-amino groupes des protéines, par exemple des

amines libres de la lysine ou de I’hydroxylysine pour former la base de schiff.

P—(CH,)—NH, + OHC—(CH,),~CHO"" &*° P—(CH,)~N=C—(CH,),~C=N—(CH,)—P

H,0

2.1. Gélatine réticulée

La différence entre les spectres de la gélatine et de la gélatine réticulée réside dans
I’augmentation en intensité des pics correspondant aux C-Haliphatiques avec un léger déplacement
vers les faibles nombres d’onde de 2935 cm™ pour la gélatine seule, a 2940 cm™ pour gélatine
réticulée a 2% et & 2946 cm™ pour la gélatine réticulée a 4%.

Il est a rappeler que les C-Haiiphatiques du GTA apparaissent a 2960 et 2878 cm’
respectivement pour Ve asy €t Ve sym» alors que le C=0 de I’aldehyde du GTA est a 1716 cm’

(SDBS data base, annexe 2).

Le glutaraldehyde est une molécule qui change réversiblement ou irréversiblement de
structure en solution (Migneault ef al, 2004). Un apercu sur son comportement est donné
comme suit :

Le glutaraldehyde est ’agent de réticulation des protéines le plus utilisé: c¢’est un tannant,
un immobilisant d’enzyme...etc. Il faut souligner que sa simple structure n’est pas indicative de
la complexité de son comportement en solution aqueuse et de sa réactivité.

Il est intéressant de comprendre cette derniére pour d’éventuels usages ultérieurs. Il a fait
I’objet d’une étude exhaustive. En effet, sa structure en solution aqueuse n’est pas seulement

limitée a la forme monomérique qui est :
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Un schéma général résume ses formes moléculaires possibles (Figure IIL.S.).

HOCH;  enge
Uu{;wfhh/]\/}cuo
CHO,, (Ht “on
(X1
Ol CHO—* +
(971

i m rwn H0
Hol ~o™ ], 0" on i1%)
: e r_tlu
vy
o

(XD

T)U-'I(PLH
[(Wll

|/\] 0 yUHo

—— | OHL ClHO = kJ!ILAA’lJ: n=2ouj e CHO

HO O O i ) LI[[}I
vy

| )

m CHC

OHC CH.OH

Il .
- on O == o

HOCH, CH.OH 0 Uj\
{1 o0

(X1

OH

augmentationdu pH

Figure IIL.5. Modifications structurales possibles du glutaraldéhyde en fonction

du pH (Migneault et al., 2004).

Dans la littérature, on trouve que sa réactivité augmente autour d’un pH neutre en
présence d’un grand nombre de résidus de la protéine et selon les formes moléculaires dans la

solution aqueuse conduisant aux différents mécanismes réactionnels possibles (Figure II1.5).

Parmi les groupements les plus réactionnels de la gélatine, on cite : ’amine (-NH>), le thiol (-

SH) ; le phénol et I’imidazole.
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Ils sont tous nucléophiles. Un classement de cette réactivité est présenté comme suit (Migneault
etal., 2004) :

g¢-amino > ¢-amino > guanidyl > amine secondaire > groupe hydroxyle.

D’aprés Avrameas et al., (2004), le glutaraldéhyde ne réagit pas avec I’amine du groupe
guanidine de I’arginine a cause de la résonnance entre les deux azotes du groupement guanidine
et/ou encore les groupements les plus réactifs masquent I’apparition de la réactivité de ce

groupement.

En revanche, au pH>3, le GTA réagit réversiblement avec les groupements amines alors

qu’au pH allant de 7 a 9, une légere fraction de réversibilité est observée.

Par contre, a un pKa>9,5, les différents résidus en lysine (c'est-a-dire les e-amino groupes)
contenus dans la protéine se mettent en surface. Ils sont directement en contact avec le milieu

aqueux a cause de la polarité de ce groupement.

e D’apres, le glutaraldéhyde réagit aussi selon I’addition de Michael (Figure I11.6).

ET-R '\JR
H CH
OHC n CHO
o (1)
1O SO
+ 2 R-NH,
OHC L n HO *
(vI) (2)
"HO "HO
OHC 1 "HO
RHN RITN

Figure II1.6. Réactions de type de Michael sur les dérivés carbonylés a,B-insaturés

(Richards et Knowles, 1968).
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OHC ClO .
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R

Figure IIL.7. Formation d’un sel de pyridinium a partir de la réaction du
glutaradéhyde et de I’amine de la protéine (Migneault et al., 2004).

Des travaux menés par Farris et al., (2010) ¢élucident le processus de réticulation selon

les différents pH et confirment que :

1- A un pH = 11, le mécanisme de la réaction entre la lysine et les groupes carbonyles du

glutaraldehyde conduit a la formation de la base de schiff (voir figure I11.8)

INH s
W ~t 2 :B5H

DMO’ H wa:y Dml_ﬁHz

I ] |—— —_— |

H H H H H H

0
e HaN
H

Glutaraldehvd

H:N
Lvsin OH

Carbinclamine

:ﬁl-/i-—\\ + :5Hz

’ OW%_M H GM!CNH -H:0 O =
H H H H H H
0
0 HsM
HzN HAN 2 H
OH OH
Schiff’s bases

Figure II1.8. Mécanisme réactionnel entre les amino groupes du GTA pour former la

base de Schiff
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mécanisme réactionnel de la réticulation entre la gélatine par

icide égale 4,5 meéne a la formation d’un hémiacetal (voir

Alors qu’a un pH acide (<4,5), aucune réticulation n’est détectée. La base de schiff, a ce pH,

est instable. Elle libére I’amine et le glutaraldehyde.

0 NN

glutaraldehyde

-H*

carbocation
Q oH
\\"Vf
BH - M
HN 1] m O
carbocation
hydmxyproline
e} oH

hemiacetal

Carbocation formation

Nucleophilic attack

Hemiacetzl formation

Figure I11.9. Mécanisme proposé pour une réaction de réticulation entre la gélatine

par le GTA a un pH égal a 4,5.

Dans notre cas, le spectre IR de la gélatine réticulée exhibe une intensification du pic 4 1650 cm’

qui était déja fin et fort devient apres réticulation plus fort et large et couvre la région de 1656 a

1633 cm™. Ce qui correspond probablement 4 la formation de I’imine «base de schiffy. Aussi, le

pic a 1456 correspondant au
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Figure I11.10. Spectres IR-TF de la Gélatine(a), Gélatine réticulée a 2%(b), gélatine

réticulée a4% (c)

Donc, si on compare la gélatine réticulée a 2% avec celle a 4%, on constate que I’intensité des

pics déja mentionnés augmente avec la concentration du glutaraldehyde.
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VIC peuvent donner des hémiacetals ou des acétals dont les

hémiacetals sont moins stables que les acétals (Popa, 2009).

Dans notre cas, des tentatives de réticulation ne nous ont pas permis de déceler la réaction entre

la NaCMC et le GTA ; cela devrait étre di a la réversibilité de I’acétal en milieu aqueux (voir

Fig.IIL11).

T | [ 1

Nombre d'onde {-_-m'] ]

Figure IIL.11. Spectres IR-TF de la NaCMC (a), NaCMC réticulée a 2% (b).

I11.1.2.3. Mélange réticulé

Le pic des CH ailiphatiques qui €tait a 2939cm se déplace a 2952cm’™ avec intensification. C’est une

indication majeure de la réaction de réticulation. En plus des augmentations des intensités des

autres pics le long de tout le spectre,

la région inférieure 4 1200cm™ subit un grand changement.

Il est plausible que cela, en comparaison avec le spectre de la gélatine réticulée, implique

la réaction du GTA avec la NaCMC.
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Figure III.12. Spectres IR-TF et la région digitale de Gélatine/NaCMC (80/20) (a),
Gélatine/NaCMC (80/20) réticulée a 2% (b).
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ler la structure cristalline en triple hélice du collagéne et

notamment de la gélatine renaturée.

Il a été précis€ qu’au niveau des diffractogrammes correspondants, les deux pics
caractéristiques aux angles 20 a environ 8° (avec la distance inter-réticulaire djo;; 11,08 A°) et a
20,5 jusqu’a 21,5° (dio1; 4,40-4,21 A°) sont directement attribués a la structure cristalline de la
protéine. En outre, une étude réalisée par Bigi et al., (2004) a montré que le pic de diffraction qui
apparait aux valeurs de 20 égale a environ de 8° est li¢ directement au diamétre de la triple hélice
et que son intensité est associée au taux de cette dernicre.

Il a aussi été démontré que I’addition d’additifs qui sont en général, des polyols tels que le
tannin (Pefia ef al., 2010), le glycérol (Rivero et al, 2009) affecte le plus souvent par une
diminution I’intensité du premier pic a 8°, d’une part.

D’autre part, d’aprés Yakimets et al. (2005), le premier pic de la gélatine correspond a
une teneur de 13% du taux en triple hélice. Ce qui va nous servir de référence pour nos calculs.

Avant d’entamer ’interprétation de nos résultats, un apergu sur la NaCMC par diffraction

des rayons X s’avere utile.
La NaCMC présente un taux de cristallinité qui est de I’ordre de 8% et dont le pic de diffraction a
20 correspond a 19°. Il diminue avec le degré de substitution (D. S.), c'est-a-dire 1’alkylation par
I’acide chloroacétique de la cellulose. Ce phénomeéne, selon Adinugraha et al, (2005), est
supposé étre du au clivage de la liaison d’hydrogene causé par la substitution de I’hydroxyle de la
cellulose par ce groupement carboxymethyle.

En accord avec Papageorgiou et al., (2010), un D.S. élevé de la NaCMC entraine une
diminution de la cristallinité. Quant un D.S. atteint 1, le pic de cristallinité disparait.

1. Effet de la NaCMC : (Fig.I11.13)

L’addition de la NaCMC induit une baisse fixe du premier angle de diffraction qui était a
8,06° dans le cas de la gélatine seules, a 26 = 7,86° correspondant ainsi a une augmentation du

diametre inter réticulaire de la triple hélice d’une part.

D’autre part, I’intensité des pics qui sont directement liée aux taux de triple hélice baisse
au fur et a mesure que la quantité de la NaCMC augmente.
En accord avec Langmaier et al., (2008) et Rivero et al., (2009), ce phénomeéne de

changement structural et de diminution de cristallinité est attribu¢ a I’interaction entre les deux
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phénomeéne n’est que la réduction (diminution) des liaisons

hydrogeéne entre les hydroxyles des groupements anhydroglucose de la cellulose.
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Figure III.13: Diffractogramme des rayons X de la gélatine ;
(G/NaCMC) (95/05) (%) et (G/NaCMC) (80/20) (%).

Tableau III.1. Le diamétre inter-réticulaire et la teneur en triple hélice de la gélatine, NaCMC,

(G/NaCMC) (95/05) et (80/20) (%)

.. o o Teneur en triple
Composition 20 (°) d (A°) hélice(%)

8.06 10.97 9.13
G¢élatine 22.12 4.01 -
43.54 2.07 -
18.82 4.71 -
NaCMC 30.74 2.9 -
42.67 2.11 -

7.86 11.24 3.01
(G/NaCMC)(95/05)(%) 22.7 3.91 -
41.12 2.19 -

7.86 11.24 2.14
(G/NaCMC)(80/20)(%) 22.7 3.96 -
41.12 2.18 -
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Il a été constaté que, pour 1% de GTA, le pic a compleétement disparu. Cela peut étre expliqué par
le fait que la structure du GTA devient de plus en plus complexe en milieu aqueux (voir figure

IILS5. IR). Et d’ici, les molécules volumineuses formées vont s’incruster de telle fagon que la
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(Figure II1. 14 et tableau II1.2)

ulation provoque la diminution de Iintensit¢ du pic a

« de la triple hélice, sans que la valeur de 20 ne soit atteinte.

triple hélice se disloque complétement.

Iintensité des pics

gelatine
geélatine 1%
—— gelatine 2%

Figure II1.14. Diffractogramme des rayons X de la gélatine ; gélatine 1% et gélatine 2%

Tableau IIL.2. Le diamétre inter réticulaire et la teneur en triple hélice de la

gélatine, gélatine 1% et gélatine 2%.

Teneur en triple

Composition 26 () dio1(A®) hélice(%)
8.06 10.97 9.13
Gélatine 22.12 4.01 )
43.54 2.07 )
G¢élatine réticulée a i - -
19.07 4.64 -
0
1% de GTA 10,76 o1 :
G¢élatine réticulée a 2860295 12~Z2 4, _92
0 . .
2% de GTA 12,67 1l :
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films de gélatine additionnée a la NaCMC

ms a base de gélatine/NaCMC, il a été remarqué que lors de

es de la gélatine qui apparaissaient sur les diffractogrammes

des films de gélatine seule et/ou de gélatine/NaCMC (a 95/05) (%) réticulés a 1 et 2% de GTA

subissent un léger déplacement de 20. Le taux d’hélicité est quasiment maintenu ( ~ 3%, voir

tableau II1.3).

Tableau IIL.3. Le diamétre inter réticulaire et la teneur en triple hélice du mélange

(G/NaCMC) (95/05), (G/NaCMC) (95/05) 1% et (G/NaCMC) (95/05)

2%.
iy R o Teneur en triple
Composition 26 (°) di01(A°) hélice(%)
7.86 11.24 3.01
(G/NaCMC)(95/05)(%) 22.7 3.91 -
41.12 2.19 -
7.94 11.12 2.92
(G/NaCMC)(95/05)(%) 1% 24.34 3.64 -
41.31 2.18 -
7.945 11.12 3.9
(G/NaCMC)(95/05)(%)2% 20.85 4.25 -
42.11 2.14 -

Dans le cas des mélanges de gélatine/NaCMC (80/20) (%) réticulés a 1 et 2% de GTA, les

pics caractéristiques de la gélatine disparaissent ou apparaissent en présence des pics de la

NaCMC. Le taux d’hélicité devient alors soit nul soit avoisinant les faibles valeurs (~ 0,66%) (cf.

Tableau I11.4).
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2%.
Composition 20 (° dio1(A°) Teneur en triple
ompositio ©) 101 hélice(%)
7.86 11.24 2.14
(G/NaCMC)(80/20)(%) 22.7 3.96 .
41.12 2.18 -
(80/20)(%)1% 19.21 4.61 -
30.92 2.88 -
42.41 2.12 -
8.73 10.11 0.66
(80/20)(%)2% 20.05 442 -
30.58 2.91 -
42.51 2.12 -

I11.3. Analyse enthalpique par DSC :

Les résultats trouvés par Bigi et al, (2001) ont montré que la température de dénaturation
(Tp) de la gélatine humide augmente avec le taux de réticulation par le glutaraldehyde. La Tp
passe de 43°C pour la gélatine seule a 71°C pour la gélatine réticulée a 2,5% de GTA.
Contrairement a I’enthalpie A p qui diminue au fur et & mesure que le [GTA] augmente. En
outre, les films secs possédent des Tp supérieures a celles des films humides mais les valeurs
varient d’une manicre aléatoire entre 89 et 92°C. Quant aux A p elles subissent une diminution.
Il faut noter que tous les pics obtenus sont endothermiques et centrés. Ils ont été associés a la
transition de la structure hélice en pelote de la gélatine. Ce qui traduit un déplacement vers une
stabilité thermique (rupture exothermique des liaisons covalentes établies avec le GTA et des
ponts hydrogene avec I’eau et/ou intrechaines).

De méme que, selon Farris et al, (2010), la gélatine et la gélatine additionnée a la
pectine qui est un polysaccharide végétal, réticulé ou non par le GTA, ont montré les résultats

suivants :

87


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

£ 0

Unlimited Pages

Your complimentary
use period has ended.

S Omplete Than/;g/gtéio‘%nu/g;g' it les valeurs de T, T, et AH des films de gélatine,
Click Here to upe he), (G/Pectine) réticulé par le GTA (Farris etal., 2010).
Gélatine G/Pectine G/Pectine/GTA
T, 50,53 £0,6 51,23 £0,7 44,78
Tm 59,45 +0,3 59,23+£0,2 50,37
A (3/9) 10,9 £0,3 94 £ 0,5 3,2

Ces pics endothermiques sont dus a la rupture de la liaison hydrogeéne contrairement au
réseau réticulé dont un pic endothermique faible ou négligeable est observé. La, la stabilité
thermique est plus prononcée. Par ailleurs, la diminution de I’enthalpie de transformation de
I’hélice en pelote lors de I’ajout du GTA est attribuée a 1’extension de la formation du réseau
réticulé qui se rompt exothermiquement.

A T’opposé de ce qui a été trouvé par Pranoto (2007) suite a 1’addition, aux films de
gélatine, de saccharides et/ou de polysaccharides (gellan, carraghenane...) et d’agents réticulant
(formol, glyoxal...) qui ont provoqué une augmentation de Tm et une diminution de A , nos
résultats sont résumés dans le tableau suivant et représenté dans la figure I11.15.

Tous les pics que nous avons obtenus sont endothermiques. Ils correspondent surtout dans
le cas de la gélatine a la transition helice/pelote, d’une part. D’autre part, I’addition de la NaCMC
a la gélatine provoque une diminution de Tg et de Tm avec une augmentation de A alors que
suite a la réaction de réticulation, les deux températures de Tg et de Tm subissent une
augmentation y compris celle de leur A .

Tableau IIL.6. Résumant les valeurs de T, T, et AH des films de gélatine,
(G/NaCMC), (G/NaCMC) réticulé par le GTA.

Gélatine | (G/NaCMC)(80/20)(%) | (G/NaCMC)(80/20)(%) réticulé
T,°C) | 44,19 38,77 69,94
Tw(CC) | 61.78 58.24 84,79
AH,(J/g) | 11,49 16,67 21,26
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Figure I11.15. Thermogramme DSC de la Gélatine, (G/NaCMC)(80/20)(%)
et (G/NaCMC/GTA)(80/20/2)(%).

I11.4. Morphologie :
I11.4.1. Microscopie a force atomique (AFM)
Le réseau fibrillaire du collagéne a fait ’objet d’une étude exhaustive. Le diameétre des

fibres, les espaces interfibrillaires et leur orientation ont été bien déterminés par les techniques

d’observation les plus élaborées.
Selon Kinney et al., (2001) , les fibres de collagéne sont orientées isotropiquement dans

les plans du front de minéralisation, c'est-a-dire les plans perpendiculaires aux axes des tubules

(Figure I11.16).
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Figure I11.16. Fibres de collagéne (Kinney et al., 2001).

Thalhammer et al., (2007) ont été les premiers a mettre au point ultrastructure du
collagéne fibrillaire par AFM qui est une technique de haute résolution et qui traite les trois
dimensions de la surface d'un échantillon a une échelle nanométrique.

Les différentes images par AFM des différents films sont représentées dans la figure
suivante.

La gélatine, selon les résultats trouvés par Farris et al., (2010), est un agrégat de courts
segments formés de triple hélice de dimensions comparables a celles du collagene. Dans notre
cas, cette protéine présente, en fait, des fibres uniaxiales dont la taille varie de 0,57 a 1,21 de
longueur et d’environ 23-40 nm de hauteur (voir annexe 5). Apres ajout de NaCMC, la structure
homogene fibrillaire a disparu et a pris la forme d’un relief (surface en saillies et des creux)
(figure I11.17).

Par ailleurs, I’image de la gélatine réticulée par le GTA montre qu’il y a conservation des fibres
mais interconnectés entre eux par des jonctions plus ou moins réguliéres alors que le film de

G/NaCMC réticulé est devenue moins épais et plus lisse (voir annexe 5).

I11.4.2. Microscopie électronique a balayage (MEB)
La porosité des biomatériaux est un parametre tres recherché en génie tissulaire et dans la

libération des médicaments. La gélatine, selon Petterson, (2009), présente une structure
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¢sente effectivement la méme morphologie que celle trouvée

dans la littérature.

La réticulation ainsi que I’ajout de la NaCMC affectent d’'une maniére notoire la morphologie ,

notamment la porosité de la gélatine (figures I11.20).

(b)

(c) (d)

Figure IIL.17. : Image par AFM des films de gélatine (a), (G/NaCMC)(80/20)% (b),
gélatine réticulée a 2% de GTA (c¢), (G/NaCMC/GTA)(80/20/2)% (d).
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Figure I11.19. Image ¢lectronique des deux porosités de la dentine déminéralisée selon

Vennat, (2009)
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Figure II1.20. Les MEB de la gélatine (a), de la gélatine réticulée a 2% GTA (b),
du mélange (G/NaCMC)(80/20)(%) (c¢), du mélange (G/NaCMC)
réticulé a 2% de GTA (d) avec un agrandissement respectif de 100,
500 et 2000.
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variation du ratio de la gélatine par rapport a la carboxymethylcellulose, de la concentration en
GTA, en changeant les milieux, le pH, et enfin, en augmentant la température, de la température
ambiante a la température du corps humain égale a 37°C.

Tous les résultats obtenus du rapport de gonflement a I’équilibre sont donnés dans le tableau I1L.6

Tableau IIL.7. Valeurs des R.G.nm.x de différentes compositions des films non réticulés et

réticulés dans différents milicux a Ty €t T=37°C.

Tamb T=37°C
Composition

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M1 M2 M3 M4 M5 M6

(G/NaCMC/GTA)(100/0/0)(%) 1456 1487 1515 1187 466 905 - - - - - -

(G/NaCMC/GTA)(95/05/0)(%) 1508 1204 1558 1220 527 940 - - - - - -

(G/NaCMC/GTA)(80/20/0)(%) 1518 1355 1646 1187 762 992 - - - - - -
(G/NaCMC/GTA)(100/0/1,5)(%) 283 186 173 125 48 209 236 201 231 162 51 212
(G/NaCMC/GTA)(95/05/1,5)(%) 161 177 165 150 52 149 172 145 179 158 55 175
(G/NaCMC/GTA)(80/20/1,5)(%) 232 236 235 187 64 252 318 235 236 187 64 208
(G/NaCMC/GTA)(100/0/1,75)(%) 194 142 121 98 43 101 218 173 178 122 48 152
(G/NaCMC/GTA)(95/05/1,75)(%) 165 157 130 90 48 109 156 14 145 166 52 174
(G/NaCMC/GTA)(80/20/1,75)(%) 210 176 165 158 6 118 298 215 202 173 62 179
(G/NaCMC/GTA)(100/0/2)(%) 136 174 111 74 35 98 99 127 160 97 44 103
(G/NaCMC/GTA)(95/05/2)(%) 151 151 110 71 39 84 130 129 130 134 47 142
(G/NaCMC/GTA)(80/20/2)(%) 180 160 154 124 51 127 175 188 150 158 54 178

Avec " : solubilisation
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ht, le biomatériau est plus gonflant et atteint un Gmay égal a
1646% dans le milieu 03 pour les films (G/NaCMC)(80/20)(%) ;

-2- Quand la fraction de la NaCMC augmente ; le Gmax, €n général, augmente aussi ; seulement,
on doit noter qu’il existe quelques exceptions, surtout aprés réticulation, le Gmax diminue, cela est
da probablement au mode de la réaction avec le GTA qui se présente sous différentes structures
en solution, et par la suite, influence le mécanisme d’absorption.

-3- le milieu le moins absorbant, est celui de 1’eau distillée (M5).

La présence d’¢lectrolytes dans le milieu, c'est-a-dire 1’augmentation de la force ionique
correspondante exemple Iy;=0,48 M et Iy2=0,17 M et/ou de la pression osmotique favorise aussi
une augmentation du RG.

-4- La réticulation entraine en général, une diminution remarquable du Gpax.

Les allures des différentes courbes sont alors comme suit :

95


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary

_ use period has ended.
Thank you for using

t CO m p I ete PDF Complete.

Click Here to upgrade tc
Unlimited Pages and

184 (a) milieu 1: pH=8.2 18 (b) milieu 2: pH=7,4
16 16
14_- 14 4 a——*
12 12
10 10+
) o sl
g 8 —=&— (G/NaCMC)(100/0)(%) & ] | —&— (G/NaCMC)(100/0)(%)
6] —e— (G/NaCMC)(95/05)(%) 6 —&— (G/NaCMC)(95/05)(%)
1 ~ A (G/NaCMC)(80/20)(%) o] —4A— (G/NaCMC)(80/20)(%)
4 - m
2—- 24
0 04
-2 1 T T T T T T -2 T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
temps (min) temps (min)
18 + (c) milieu 3: [Nacl]=1,5N 18+  (d) milieu 4: [Nacl]=0,5N
] . i
16 - A 16 -
A A __—=
16 //'%E 14
A
12 / 124
4 AA 4
104 i/ 10 4
o o] & o 5]
x ] —=— (G/NaCMC)(100/0)(%) x ]
6] —®— (G/NaCMC)(95/05)(%) 6 —=— (G/NaCMC)(100/0)(%)
2] — 4 (G/NaCMC)(80/20)(%) 4] —e— (G/NaCMC)(95/05)(%)
| | —4— (G/NaCMC)(80/20)(%)
24 24
0—- 0_-
-2 T T T T T T T T T T T -2 T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
temps (min) temps (min)
8 | o : . gear
| (e) milieu 5: eau distillée 104 (f) milieu 6: pH=2,2 _a
7 | -
6 — 8
5
6 -
o] G)
r ,] £,
- —®— (G/NaCMC)(100/0)(%)
= e Cmacucss0 k) . ¢ (GNaCMC)(@5/05)(%)
= ~—#4— (G/NaCMC)(80/20)(%)
1 —h— [G/NaCMC)(80/20)(%)
0 0
T T T T T T T T T T T T
2 T T T T T T 0 50 100 150 200 250 300
50 100 150 200 250 200 )
. temps (min)

Figure III.21.Variation du RG.des différents films non réticulés a T,m, en fonction

du temps dans différents milieux.
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Figure II1.22. Variation du R.G. des films non réticulés a T,m, en fonction du temps

dans les différents milicux.

c) Effet de la température

La gélatine seule et non réticulée se solubilise au bout de 24h alors qu’en présence de
NaCMC, les films conservent leur pouvoir absorbant allant jusqu’a 6 jours. C’est une information
importante sur le réseau intermoléculaire qui se forme d’une part.

D’autre part, I’allure de la courbe montre que quand la fraction de la NaCMC augmente,
la vitesse d’absorption augmente ainsi que les RG correspondants.

Par ailleurs, & 37 °C, les films non réticulés se solubilisent totalement juste aprés leur

immersion dans I’eau a différents pH.
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Figure II1.23. Variation du RG. des Films réticulés a 1,5% de GTA a
différents taux de NaCMC a 37°C dans les différents milieux.
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Figure II1.24. Variation du R.G. des films réticulés a 1.5% de GTA a T=37°C en

fonction du temps dans les différents milieux.
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Figure IIL.25. Variation du R.G. des films réticulés a différents taux de

GTA a T=37°C en fonction du temps dans différents milieux.
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Figure II1.26. Variation du RG des films réticulés a 1,5% a T= 37°C et

T.mb €n fonction de t dans le milieu 1.

I11.6. Cinétique du gonflement

Lorsqu’un polymere hydrophile est immergé dans de I’eau. Le solvant diffuse a I’intérieur
du réseau polymérique et entraine un gonflement plus ou moins rapide du matériau accompagné
d’une relaxation des chaines (Karadag, 2002).

La vitesse d’absorption ou de prise en eau dépend du coefficient de diffusion de ’eau
dans le polymére. Elle est aussi liée a son hydrophilie /hydrophobie.
Une fois, les molécules d’eau s’insérent dans le réseau macromoléculaire, elles détruisent les
liaisons secondaires entre les groupements polaires ainsi que les groupements susceptibles a
s’hydrolyser comme les esters, les amides, les imides...
Aussi, la prise en eau est d’autant plus forte lorsque le polymeére dispose de groupements
donneurs aptes a former les liaisons hydrogénes tels que les acides, les alcools et les amides
(Seyni, 2008).
Il a été démontré qu’un apport suffisant en eau permet le passage de 1’état vitreux vers I’état
caoutchoutique (Monnet, 2008). Lorsque la température de transition vitreuse est inférieure a la
température du milieu, les chaines polymériques présentent une grande mobilité, et I’eau pénétre
facilement dans la phase caoutchoutique (Seyni, 2008). Dans ce cas, la vitesse de 1’eau est

inférieure a celle de la relaxation des chaines.

Vdiff <<Vrelaxations des chaines
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pntation lin€aire de la quantité d’eau absorbée au temps t par

ion de la racine carrée du temps (voir équation 1). C’est la

diffusion Fickienne, appelée aussi transport selon le cas 1.

F= (W¢/We)=(me-my)/(m..-mg) = Kt'? 1)

Si la diffusion est non Fickienne, la T, du polymeére est au dessus de la Texperimentale- L€S chaines
polymériques présentent une faible mobilité pour permettre une pénétration urgente ou rapide a
I’intérieur du polymére. On y trouve deux cas différents : -1- transport selon le cas II et
-2- transport anormal.

Pour le transport selon le cas II, il est dominant quand la vitesse de diffusion de 1’eau est tres
supérieure a celle de la relaxation des chaines.

La, la vitesse de la prise en eau est directement proportionnelle a t alors que I’exposant n
diffusionnel vaut 1.

Vdiff ::>Vrelaxations des chaines
Pour ce qui est du transport anormal, il est observé quand les deux vitesses sont comparables. n
varie entre 0,5 et 1.

Vdiff %Vrelaxations des chaines

La figure suivante résume les mécanismes généraux de la diffusion de I’eau dans un hydrogel.
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Figure I11.27. Les mécanismes de diffusion de I’eau dans un hydrogel (Ganji et al., 2010)

L’équation empirique simple, trés utilisée pour la détermination du mécanisme de
diffusion, et appelée équation de la loi de puissance est exprimée par I’équation suivante

(Martinez, 2007):

F= (W/We)=(m¢+-mg)/(m.-mg) = Kt"  (2)
Avec :
w;: la quantité du solvant absorbée par I'hydrogel au temps t (secondes).
W, : la quantité du solvant absorbée par I'hydrogel a I'équilibre.
K : constante liée a la structure du réseau polymérique.

n : 'exposant diffusionnel.

Cette équation est appliquée aux états initiaux de gonflement F< 0.6 (Karadag et al., 1995 ;

Bartil ez al., 2007).
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oy pour les films non réticulés.
Il est important de rappeler que selon la littérature, quand I’exposant n est égal a 0,5, le
mécanisme de diffusion est appelé « Diffusion Fickienne parfaite». De méme quand n est
inferieur a 0,5, Wang, (2005) raccorde cette situation a la diffusion Fickienne appelée par contre
« Less Fickian behaviour ». La vitesse de pénétration de I’eau est trés inferieure a celle de la
relaxation des chaines.

En revanche, concernant les films réticulés chimiquement, 1’exposant n devient supérieur
a celui des films non réticulés et atteint 0,7 pour le film (G/NaCMC/GTA)(80/20/2)(%) mais
quand la T est a 37°C, n devient inferieur a celui ou T= Tamb.

La mesure du coefficient de diffusion a aussi été réalisée. Le tracé de la courbe My/Moo = f
(V' ), donne alors une droite de pente A a partir de laquelle on calcule le coefficient de diffusion

D (Veyrie, 2007) :

16

Les figures ainsi que les tableaux suivants résument globalement les résultats obtenus.

0,0—-
_0'2_-
_0'4_-
-0,6—-
-0,8—-
_1'0_-

InF

21,24

1,44

-1,6 1 gelatine milieu 01 a 25°C
18] ® 95/05 milieu 01 & 25°C
5 0/ A 80/20 milieu 01 a 25°C
_2'2_- °

Int

Figure IIL.28. Variation de In [(m; — my)/(m, - mg)] en fonction de In t pour

différentes compositions dans le milieu 01 a 25°C
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Figure IIL.29. Variation de In [(m¢ — my)/(m, - mg)] en fonction de In t pour

différentes compositions dans le milieu 05 a 25°C.

Tableau II1.8. Mécanisme de diffusion dans les milieux 1 et 5 pour les différents films

réticulés et non réticulés a 25°C

(@)

Milieu 1 Milieu 5

Composition
n K R D(cm?*s) | n K R D(cm?/s)

(G/NaCMC/GTA)(100/0/0)(%) | 0,27 | 0,1892 | 0,9111 | 0,74 107 | 0,19 | 0,429 | 0,8199 | 1,83 10

(G/NaCMC/GTA)(95/05/0)(%) | 0,4 | 0,0898 | 0,9064 | 0,55107 | 0,2 | 0,346 | 0,7871 | 1,11 10

(G/NaCMC/GTA)(80/20/0)(%) | 0,33 | 0,2005 | 0,9891 | 1,51 107 | 0,33 | 0,112 | 0,9515 | 0,48 10”/

(b)

Milieu 1 Milieu 5
Composition

n K R D(cm?s) | n K R D(cm?/s)

(G/NaCMC/GTA)(95/05/0)(%) | 0,4 | 0,0898 | 0,9064 | 0,55 107 | 0,2 | 0,346 | 0,7871 | 1,11 10”

(G/NaCMC/GTA)(95/05/1,5)(%) | 0,46 | 0,0766 | 0,9896 | 0,74 107 | 0,5 | 0,077 | 0,9405 | 0,99 10

(c)

Milieu 1 Milieu 5
Composition

n K R D(cm?*s) | n K R D(cm?/s)

(G/NaCMC/GTA)(80/20/0)(%) | 0,33 | 0,2005 | 0,9891 | 1,51 107 | 0,33 | 0,112 | 0,9515 | 0,49 10

(G/NaCMC/GTA)(80/20/1,5)(%) | 0,49 | 0,0893 | 0,9643 | 1,08 10" | 0,51 | 0,080 | 0,9590 | 1,35 10

(G/NaCMC/GTA)(80/20/2)(%) | 0,70 | 0,0329 | 0,9586 | 0,93 107 | 0,67 | 0,035 | 0,9779 | 1,16 10
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(2)
Milieu 1 Milieu 5
Composition
n K R D(cm?s) | n K R D(cm?/s)
(G/NaCMC/GTA)(100/0/0)(%) - - - - - - - -
(G/NaCMC/GTA)(100/0/1,5)(%) | 0.6 | 0.0619 | 0.98932 | 1,01 107 | 0.52 | 0.0776 | 0.9537 | 1,73 10”
(b)
. Milieu 1 Milieu 5
Composition
n K R D(cm?s) | n K R D(cm?/s)
(G/NaCMC/GTA)(95/05/0)(%) - - - - - - - -
(G/NaCMC/GTA)(95/05/1,5)(%) | 0.53 | 0.0785 | 0.95981 | 1,14 107 | 0.59 | 0.06 | 0.96327 | 1,73 10~
(©
Milieu 1 Milieu 5
Composition
n K R D(ecm?/s) | n K R D(cm?/s)
(G/NaCMC/GTA)(80/20/0)(%) - - - - - - - -
(G/NaCMC/GTA)(80/20/1,5)(%) | 0.43 | 0.0939 | 0.97756 | 0,8 107 | 0.46 | 0.094 | 0.96487 | 1,210
(G/NaCMC/GTA)(80/20/2)(%) 0.57 | 0.0583 | 0.96432 | 0,95 107 [ 0.39 | 0.0647 | 0.9542 | 1,38 107

II1.7. Test des résidus :
II1.7.1. A Peil nu :

Au bout de 3 jours d’immersion du film dans 1’eau, on observe au fond des béchers une

formation des champignons dégageant une odeur désagréable.

I11.7.2. Mesure du pH

Il a été constaté qu’au bout des 24h, les pH des milieux déja fixés par les solutions

tampons changent (tableau II1.10).

Tableau.IIl.10. Valeurs du pH pour les films gélatine et gélatine/NaCMC.

Composition d’hydrogel Ml (pH=8,2) | M2 (pH=7,4) | M3 (pH=6,95) | M4 (pH=5,78)
Gélatine 9,35 7,37 6,12 6,51
G/NaCMC (95/5)(%) 9,30 7,32 6,32 6,12
G/NaCMC (80/20)(%) 9,31 7,28 6,31 6,01
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ry, Phe, Tyr) qui ont un deuxiéme pic d'absorption a une
longueur d'onde plus élevée au voisinage de 280 nm (Figure I11.30), (Holme, 1998).

Toutes les protéines possedent des résidus aminoacides aromatiques, cette propriété
d'absorption a 280 nm est mise a profit pour détecter simplement, par mesure
spectrophotométrique, la présence de protéines dans un liquide donné.

Les différentes fractions aromatiques en acides aminés entrant dans la composition de la

gélatine sont la phénylalanine a 2,5% et la tyrosine 0,2%.

= Absorbance
Absorbance Absorbance
" Tryptophan
T ey Phenylalanine . o
i I
+* e * i
HaN—CH-C—0 L o S it
N—C +H3N~c|:|-|-c—o HaN—=CHC=0
CH,
|
P N
J : | 1 ] | J
200 300 200 300 o - v
Wavelength (nm) Wavelength (nm) i

Figure II1.30. Spectres d’absorption en UV des o-acides aminés aromatiques

(Holme, 1998)

Au niveau des spectres UV des résidus des films, nous avons, dans tous les cas, trois
bandes d’absorption : - La premicre est a 209nm, la seconde a 234nm et la derniére s’étend entre
294et 303nm selon le milieu (Figure I11.31).

Les premieres bandes sont directement attribuées a la liaison peptidique (-CO-NH-) alors
que la derniére, selon D’allure et la position indique la présence de noyau aromatique
correspondant a la tyrosine.

Selon les absorbances obtenues, nous pouvons remarquer que le taux en acides aminés

libérés a partir du film a une teneur élevée de CMC est plus important.
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Figure III. 31. Spectre d'absorption UV des résidus des films dans différents
milieux.

I11.7.4. Analyse par IRTF.
L’identification des résidus par IRTF s’est révélée complexe et difficile. Les différents spectres

sont donnés en annexe 2 (Figure A2.2-A2.8).
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htre le GTA et I’amine de la lysine) ;

- Amide qui est la liaison peptidique entre les différents acides aminés ;

- Acétal qui est la liaison glucosidique de la cellulose ;

- Et éther (O-CH,-COONa") porté par la CMC qui libére I’acide -Hydroxyacétique.
A fortiori, les différents spectres nous informe que le glutaraldehyde est totalement absent du
résidu ; ce qui présentera un grand inconvénient.
Aussi, nous avons remarqué, qu’étant donné que les milieux des tests contiennent des
¢lectrolytes de nature différente, les bandes des carbonyles ainsi que leur coefficient d’extinction
molaire sont fortement atteints. Ce qui orientera ces travaux vers une nouvelle perspective en
échangeant les contres ions déja existants par d’autres qui pourront influencer le comportement

de ce biomatériau.

I11.8. Détermination de la teneur en eau.
Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau ci-dessous. On peut déduire qu’a

température égale 120°C, c’est I’eau de surface qui est éliminée.

Tableau II1.11. Variation en % de la teneur en eau des films a T=120°C

Teneur en eau (%)
Temps Omn Smn 30mn | lh Sh Ijr | 2jrs | 3jrs | 4jrs | Sjrs | 6jrs 7jrs
Gélatine 0 10,9 12,6 | 140 | 143 | 144 | 144 | 144 | 146 | 149 | 149 14,9
G/GTA a2% 0 10,9 11,8 | 12,8 | 13,4 | 14,7 | 142 | 14,6 | 149 | 148 | 149 14,9

I11.9. Essais mécaniques de traction

Le collagene est la protéine la plus versatile du corps humain dont il est le principal support
mécanique. Il représente approximativement un tiers du total des protéines du corps. Il est a la
base de la plupart des matrices organiques et est adapté dans différents tissus a des exigences
fonctionnelles spécifiques aussi différentes que celles des tendons, de la paroi des vaisseaux
sanguins, du cartilage, du tissu osseux, du corps vitré de I’ceil ou du pannicule adipeux sous

cutané. La figure II1.32 est un exemple type de la structure hiérarchique du tendon.
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Figure IIL.32. Organisation de la macro a la microstructure du tendon et/ou du
ligament (Enoka, 1994).

La grande stabilit¢ mécanique du collagéne confere aux différents tissus ses caractéristiques de

résistance et de rigidité (figure I111.33).

140
120

05
TENDON

= 100
e s
g
s 60
S aof

20

0
0 2 4 6 8 10 12 14
Allongement (%o)
Figure II1.33. Courbes typiques de la contrainte —déformation du tendon et/ou de 1’0s

(Gupta et al., 2006).

Les essais mécaniques ont été réalisés sur des films a deux teneurs différentes en eau.
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Figure II1.34. Courbes contrainte —déformation des différents films a H.R.= 14%

En général, les max €t les max augmentent avec la concentration en GTA, d’une part.

D’autre part, une comparaison établie entre la G ; G/NaCMC ; G/NaCMC réticulé par le GTA
montre que 1’ajout de NaCMC n’affecte pas ou affecte peu les caractéristiques des propriétés
mécaniques de traction. Il y a seulement de légéres augmentations de et de du mélange

réticulé (figure II1.35).
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Figure II1.35. La contrainte a la rupture en fonction de I’allongement des films de gélatine,
(G/NaCMC)(80/20) (%) et (G/NaCMC)(80/20) (%) réticulé.
¢. Films a une H.R. = 63-75,5%

Pour ce cas de figure, la teneur en eau a été calculée comme suit :

H.R.(%)= (M-Mo)/M*100 (%) + H.R.1(%)
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I’eau jusqu’a sa saturation.
M : est la masse du film initialement préparé et séché a la température ambiante.

H.R.; : est ’humidité relative calculée précédemment et est égale a 14%.

Suite au calcul du H.R. (%), il s’est avéré que cette teneur est comparable a celle du cartilage

(tableau I11.13.) Swanson, (1980).

Tableau II1.13. Composition de la gélatine/CMC et celle du cartilage Swanson, (1980).

Protéine (%) Polysaccharide (%) Teneur en eau (%)
G/NaCMC 20-25 0-5 63,0-75,5
Cartilage 5-20 (collagene) 2-10 (protéoglycane) 70-75

Les différents résultats des caractéristiques mécaniques sont représentés dans les figures
I11.36 et les tableaux I11.14.

En présence de GTA, les maxet E augmentent, a "'opposé de I’allongement a la rupture

max qui diminue. Seulement, il faut noter qu’il y a quelques exceptions qui sont dus

probablement au changement de structure du GTA en solution (tableau II1.14, figure 111.36).

Il faut souligner aussi que le max ainsi que max diminuent aprés ajout du NaCMC,
contrairement E qui augmente puis diminue (tableau I11.14 d).

Une comparaison réalisée entre la G ; G/NaCMC ; G/NaCMC réticulé par le GTA montre
que I’ajout de NaCMC entraine une diminution de la contrainte a la rupture ainsi que le max par
rapport au film de gélatine alors que le module de Young diminue aprés ajout de NaCMC et

augmente apres réticulation (tableau II1.15 , figure 111.37).
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a)
[GTA] 0 0.2 1 1.5 2 2.5
( ) 0,75 1,58 0,4 2,88 6,2 2,79
(%) 54,72 5,53 5,8 6,16 1,57 4,2
E (MPa) 2,86 49,39 6,84 34,83 269,55 128,72
b)
[GTA] 0 0.2 1 1.5 2 2.5
( ) 0,42 1,12 1,03 0,68 1,42 0,91
(%) 32,38 4,09 5,08 2,36 2,91 2,59
E (MPa) 4,82 18,24 23,22 24,81 64,93 76,62
¢)
[GTA] 0 0.2 1 1.5 2 2.5
(MPa) 0,16 0,65 0,07 - 0,72 0,65
(%) 46,1 5,8 2,37 - 0,72 9,61
E (MPa) 1,48 13,71 3,52 - 38,85 6,34
d)
[NaCMC] 0 5 20
(MPa) 0,47 0,22 0,16
(%) 54,72 32,38 46,81
E (MPa) 2,86 4,82 1,48
Tableau III.15. Variation des caractéristiques mécaniques ( , , ) des films de gélatine,
(G/NaCMC)(80/20)(%), (G/NaCMC)(80/20)(%) réticulé
Gélatine (G/NaCMC)(80/20) (%) (G/NaCMC/GTA)(80/20/0,2) (%)
(MPa) 0,47 0,16 0,65
(%) 54,72 46,81 5,8
E (MPa) 2,86 1,48 13,71
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réticulé.
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présence ou en I’absence de CMC conduisant a des réseaux tridimensionnels de natures physique
et/ou chimique.

Différentes techniques pour une meilleure compréhension de la structure interpénétrée de la
gélatine ont été utilisées a savoir la radiocristallographie par diffraction des rayons X qui a pu
¢lucider que I’ossature en triple hélice de la gélatine diminue d’une maniere progressive jusqu’a
sa disparition totale lors de I’ajout du polysaccharide et/ou de ’agent réticulant.

L’analyse thermique différentielle par DSC a montré que le changement de la température
de transition vitreuse est directement liée a la dénaturation de la gélatine c'est-a-dire transition
hélice/pelote. Il a été observé que la CMC provoque une diminution de Tg, contrairement au
GTA qui ’augmente.

La microscopie a force atomique nous a présenté le changement de morphologie de la
gélatine qui était au départ sous forme de fibres uniaxiales regroupées en paquets de longueur de

0,57 a 1,21 pm et de hauteur d’environ 23-40 nm, se transforme ensuite, aprés ajout de la

NaCMC, en relief. Quant au glutaradehyde, le micrographe du film de gélatine dévoile la
conservation des fibres mais qui sont devenus interconnectés entre eux et dont la hauteur a
diminué (~8nm) alors que celui en G/CMC est formé de jonctions complétement irrégulicres.

Le MEB étaye ce qui est déja observé par AFM. Il y a la structure macroporeuse de la
gélatine qui va disparaitre avec I’addition d’additifs.

L’étude du gonflement dans des milieux pseudophysiologiques montre que la structure
macroporeuse est la plus absorbante et que les électrolytes a leur tour exercent des pressions
osmotiques ou des forces ioniques induisant un gonflement plus élevé.

Aussi, il a été trouvé que le mécanisme de diffusion est directement lié a la structure
macromoléculaire, particuliérement a la porosité et a la température de transition vitreuse. En
général, quand les films sont non réticulés, on se trouve dans la diffusion Fickienne, c’est a dire
la vitesse de relaxation des chaines est trés supérieure a la vitesse de diffusion de I’eau, c’est
aussi une des caractéristiques des matériaux poreux. Alors que, quand le réseau devient moins
poreux et réticulé, le mécanisme est de type non Fickien. La, la température de transition vitreuse
a tendance a augmenter et par la suite, la vitesse de relaxation des chaines (tend vers 1’état

vitreux) diminue et devient trés inférieure a celle de la diffusion de I’eau.
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Par ailleurs, 1’étude du résidu a montré qu’au bout de 3jours d’immersion dans I’eau, il y a
formation de levures et dégagement d’une odeur désagréable. Les pH des milieux utilisés ont
tendance a augmenter au cours du test, cela peut étre di soit a la sensibilité¢ de la NaCMC aux
différents sels des solutions tampons ou a la présence d’amines primaires et secondaires portées

par la gélatine. On peut donner a titre d’exemple le pKa des ®-NH; de la lysine qui est compris

entre 9 et 12.

La spectroscopie UV confirme la présence de liaison peptidique a 210nm et de noyaux
aromatique a 290nm qui correspond probablement a la tyrosine.

Malheureusement, I’identification par le IRTF s’est montrée assez limitée, a ’exception de
quelques indications comme la possibilit¢ d’échange cationique entre les groupements

carboxylates et la présence d’empreintes de la gélatine.
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mr=p x Vr= 1,128 x 1000 ml = 1128¢g
Ensuite, on déduit la masse totale du GTA contenue dans le flacon de 1000 ml :
mgra =1128gx50%=564g
Pour ce qui est du reste, il correspond a la masse de I’eau contenue dans le flacon qui est :
1128g-564g=564g de H,O
La dilution de la solution se fait comme suit :

Pour une solution a 2,5% : on aura 2,5 unités (ou 2,5g) de GTA dans 100 unités (ou 100g) de
solution.

Pour ce faire, I’équation suivie utilise la densité.

Désignons le volume cherché par Vx. Sa masse est alors égale a Vxx1,128 g et la masse de GTA
qui y est contenu Vx x1,128 x 0,5. La masse du soluté constitue 2,5% de la masse obtenue. Par
exemple, pour préparer une solution de 100g a 2,5%, nous avons :

0,025= (1,128 x Vxx 0,5)/100

Vx=4,43 ml

Tableau Al.1. regroupe les différentes dilutions :.

[GTA] (%) 0.2 1 15 2 2.5
Vy (ml) 0.354 1.77 2.65 3.54 4.43
m, (2) 0.4 2 3 4 5
Mino (ml) a 99.6 08 97 96 95
rajouter
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Figure A2.1. Spectres IR-TF de glutaraldehyde (source de base : SDBS).

T
4000 3000

lI.I.JIIlJIII.JIII.J

Transmittance %%

II!J

LJII.LJII:I.JI[LJ

.

1657.79
{ 1561.63

SRR S S SN :
L] 00 e =0 =0 L =] v e ) B O [Slun) i el B E:va) «0

nombre d'onde (1/cm)

Figure A2.2. Spectres IR-TF de G/ NaCMC (a), G/NaCMC réticulées (b), résidu dans le milieu
1 a pH=8,2 de la G/NaCMC réticulées (c), résidu dans le milieu 2 a pH=7,4 de la
G/NaCMC réticulées (d), résidu dans le milieu3 de la G/NaCMC réticulées (e).
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Figure A2.3. Spectres IR-TF de Gélatine (a), Gélatine réticulée (b), résidu de la gélatine

réticulée dans le milieu 1 a pH=8,2 (¢).
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Figure A2.5. Spectres IR-TF de la gélatine (a), résidu de la gélatine réticulée dans le milieu 3

(b), gélatine réticulée (c).
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Figure A2.6. Spectres IR-TF dela gélatine (a), NaCMC (b), gélatine/ NaCMC (c),
gélatine/NaCMC réticulées (d), résidu dans le milieu 1 a pH=8,2 de la
G/NaCMC réticulées (e).
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Figure A3.1. Difractogramme des rayons X de la NaCMC (a), de (G/NaCMC) (80/20)(%) (b),
(G/NaCMC/GTA) (80/20/1)(1%) (¢ ) et de (G/NaCMC/GTA) (80/20/2)(%) (d).
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Figure A3.2. Difractogramme des rayons X de (G/NaCMC) (95/05)(%) en fonction de
[GTA].
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" o o Teneur en triple
Composition 20 (°) di01(A°) hélice(%)

8.06 10.97 9.13
Gélatine 22.12 4.01 -
43.54 2.07 -
18.82 4.71 -
NaCMC 30.74 2.9 -
42.67 2.11 -

7.86 11.24 3.01
(G/NaCMC)(95/05)(%) 22.7 3.91 -
41.12 2.19 -

7.86 11.24 2.14
(G/NaCMC)(80/20)(%) 22.7 3.96 -
41.12 2.18 -
Gélatine/GTA 1% 19.07 4.64 -
40.76 2.21 -

8.09 10.92 4.92
Gélatine/GTA 2% 20.25 4.4 -
42.67 2.11 -

7.94 11.12 2.92
(G/NaCMC/GTA)(95/05/1)(%) | 24.34 3.64 -
41.31 2.18 -

7.945 11.12 3.9
(G/NaCMC/GTA)(95/05/2)(%) | 20.85 4.25 -
42.11 2.14 -
(G/NaCMC/GTA)(80/20/1)(%) 19.21 4.61 -
30.92 2.88 -
42.41 2.12 -

8.73 10.11 0.66
(G/NaCMC/GTA)(80/20/2)(%) | 20.05 4.42 -
30.58 291 -
42.51 2.12 -
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Figure A4.1. Thermogramme DSC de la Gélatine, Gélatine réticulée, NaCMC ,
(G/NaCMC)(80/20)(%) et (G/NaCMC/GTA)(80/20/2)(%).
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Figure AS.1. Image par AFM des films de gélatine (a), gélatine réticulée a 2% de GTA
(b), (G/NaCMC)(80/20)% (¢), (G/NaCMC/GTA)(80/20/2)% (d).
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Figure A6.1. Variation de In [(m, — mp)/(m, - mg)] en fonction de In t pour différentes
compositions a 1.5% dans le milieu 05 a 37°C (a) et a 25°C (b)
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Figure A6.2. Variation de In [(m; — mg)/(m, - mp)] en fonction de In t pour
différentes compositions dans le milieu 01 a 37°C (a) et a 25°C (b)
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Tableau A6.1. Mécanisme de diffusion dans le milieu 6 pour différentes compositions a 25°C

Composition

Milieu 6

n K

R D(cm?/s)

(G/NaCMC/GTA)(100/0/0)(%)

0.267

0.2675

0.94211 | 1,81 10~

(G/NaCMC/GTA)(95/05/0)(%)

0.226

0.3352

0.96167 | 1,63 107

(G/NaCMC/GTA)(80/20/0)(%)

0.321

0.1841

0.96435 | 1,07 107

Tableau A6.2. Valeurs de coefficient de diffusion de différents films.

. 25°C milieu 5 | 25°C milieu 1 | 37°C milieu 5 | 37°C milieu 1
Composition

D(cm?/s) D(cm?/s) D(cm?/s) D(cm?/s)
(G/NaCMC/GTA)(100/0/0)(%) 1,83 107 7,38 10 - -
(G/NaCMC/GTA)(95/05/0)(%) 1,11 107 5,49 10 - -
(G/NaCMC/GTA)(80/20/0)(%) 4,78 10° 1,51 107 - -
(G/NaCMC/GTA)(100/0/1,5)(%) | 1,25 107 7.410° 1,73 107 1,01 107
(G/NaCMC/GTA)(95/05/1,5)(%) | 9,94 10" 7,44 10 - 1,14 10”7
(G/NaCMC/GTA)(80/20/1,5)(%) 1,35 107 1,08 107 1,2107 8,05 10°
(G/NaCMC/GTA)(80/20/2)(%) 1,16 107 9,37 10 1,38 107 9,59 10
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Résumé

Le travail concerne 1’¢lucidation du comportement du mélange de deux biopolyméres qui
présentent un caractere polyélectrolytiques- protéine/polysaccharide utilisés en génie tissulaire. 11
s’agit de la gélatine et de la carboxyméthylcellulose qui ont ensuite été soumises a une
réticulation chimique par le glutaraldehyde. L’interaction physique et chimique a pu étre mise au
point par IRTF, DRX, AFM et MEB. Les températures de transition vitreuse et de fusion ont été
déterminées par DSC. Le test du gonflement dans des milieux physiologiques ainsi que le
mécanisme de la diffusion ont été établis. Les tests mécaniques de traction montrent 1’influence
de la teneur de chaque composant ainsi que celle en eau sur les propriétés du matériau.

Mots clefs: gélatine, carboxymethylcellulose, interaction physique et chimique, caractérisation.

Summary

The purpose of this study was to elucidate the interaction behaviour of gelatin and
carboxymethylcellulose (Protein/Polysaccharid) in the solid state. These materials which are
polyelectrolytic as character found application in tissue engineering. The two homobiopolymers
as well as their mixtures were chemically cross-linked using glutaraldehyde.

Different analysis methods (FT-IR, XRD, AFM and SEM) have been used to follow the
interactions process between the constituents and gave informations about the morphology of the
resulting mixture.

The glass transition temperatures as well as the melting point of the different materials were
obtained by DSC analysis.

From the swelling test in physiological medium the mechanism of diffusion in such materials was
established.

The results of the tensile mechanical properties showed the effects of the compositions as well as
that of the water content in the material.

Key words: gelatin, carboxymethylcellulose, physical & chemical interaction, characterization.
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