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Infroduction

Les algues rejetées par la mer et regardées avec indifférence ou dédain par les vacanciers ne

méritent peut-Etre pas un tel oubli...

L'ethnopharmacologie et la pharmacognosie ont pu démontrer qu'un cocktail impressionnant de
composants originaux peut &tre retrouvé dans les algues.

En effet, les substances synthétisées par celles-ci sont trés sensiblement différentes de celles
fabriquées par les végétaux, tant au niveau des métabolites primaires, comme les polyholosides,
quau niveau des métabolites secondaires. Cette originalité biochimique serait due aux
différences entre les conditions du milieu marin (prédominance des sels halogénes) et celles qui
prévalent sur la terre ferme.

Les extraits de végétaux marins sont omniprésents dans notre vie quotidienne. Ils permettent en
effet, entre autres emplois, de donner a la plupart des solutions aqueuses que nous utilisons
couramment, la texture souhaitée, sans en modifier la saveur, le bouquet, la couleur ou la forme.
Ils font partie intégrante de notre confort. Ils sont désignés sous le nom de phycocolloides ou

sous |'appellation plus générale de " structurants ”.

Dés le saut du lit, les yeux & peine ouverts, ne se précipite-t-on pas, pour rafrafchir son haleine
sur la brosse a dents et sur le dentifrice ?

Or, le dentifrice n'est finalement que I'association de glycérine, d'un colorant, d'un abrasif, d'un
parfum, d'un produit donnant la saveur et d'un détergent, le tout maintenu en une créme épaisse
grdce, dans cerfains cas, & un extrait de plantes marines : l'alginate de sodium.

Sans ce dernier, les différents constituants se sépareraient. Dés qu'on appuierait sur le tube, la
glycérine jaillirait d'abord, puis, successivement, les éléments procurant le goiit, suivis d'un
liquide coloré, du détergent et enfin de l'abrasif. Au lieu de cela, la viscosité provoquée par

l'addition d'alginate de sodium maintient les différents éléments en un mélange homogeéne.

Les propriétés d'épaississement et de gélification de ces polyméres sont utilisées dans les
domaines pharmaceutique et cosmétologique, afin daméliorer la stabilité des formes dispersées,

de prolonger la libération des principes actifs et de faciliter I'administration.



Introduction

La premiére partie de ce document consistera en une approche générale des alginates:; la
biochimie de ces polyméres ainsi qu'un volet botanique sur les algues sources d'alginates, les
Phéophycées, seront abordés.

Une seconde partfie s'intéressera a l'extraction industrielle des alginates, depuis la récolte
jusqu'au produit final commercialisé. Les différents procédés utilisés seront décrits ainsi que les
équipements ; quelques aspects du marché mondial des polymeres extraits des algues seront
également exposés.

Puis, seront évoquées les propriétés des gels et des solutions d'alginates : une définition assez
précise de la "matrice gel' sera donnée, ainsi que les principales caractéristiques des gels
d'alginate. Les solutions colloidales seront briévement évoquées dans cetfe partie.

La quatrieme partie de cette thése s'intéressera plus particulierement a lutilisation des
alginates en tant qu'excipients dans l'industrie pharmaceutique, mais aussi la cosmétologie.

Les applications médicales actuellement utilisées seront explicitées ainsi que les travaux de
recherche menés plus particulierement sur 'encapsulation et les nouveaux modes d'administration
des médicaments utilisant ces polymeres.

La derniére partie de ce document sera dédiée & une étude expérimentale des gels d'alginate.
Outre la réticulation physique des alginates par le calcium, nous nous intéresserons a la mise au
point d'une méthode de réticulation chimique par une diamine. Dans cette méme partie, on
¢tudiera brievement le phénomene de partage de phase dans les gels chimiques et physiques:
grdce a l'utilisation d'un polysaccharide de masse molaire variable, le pullulane, on pourra réaliser
une étude du coefficient de partage (Kp) dans les différents types de gel. En effet, pour une
application en relargage contrdlé, il est intéressant de connditre le coefficient de partage des

espéces diffusantes entre la phase gel et la phase liquide a I'équilibre.
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Partie I : Généralités sur les alginates

1. IDENTITE DES ALGINATES

1.1. HISTORIQUE
[Pérez,1997] [Pérez, 1992]

Les alginates sont connus et utilisés depuis plus de cinquante ans dans les applications
alimentaires, mais c'est en 1883 que I'anglais Stanford isola ce qu'il appela "algine" de Laminaria
digita ; il ajouta de la soude a un résidu d'algues, filtra le liquide, le concentra puis passa en
milieu acide et obtint un précipité gélatineux blanchatre.

La substance prit le nom d'acide alginique en 1907 quand on s'apergut qu'elle libérait des ions H+
(comme les acides).

Les premiers brevets concernant |'acide alginique ont été déposés par la Kelco Production et |
Algine Corporation of America.

C'est en 1927 que le Docteur Thornley utilisa pour la premiére fois cet extrait pour agglutiner
sous forme de briques des poussiéres de charbon.

Suite & cette expérience, il mit en place en Californie, la Kelco Company, usine destinée a

extraire |'acide alginique de Macrocystis pyrifera.

1.2. ELEMENTS DE BIOCHIMIE

1.2.1. Nature chimigue
[Dion, Lognoné, 2000] [Michoud, 2001] [Pérez,1997] [Pérez, 1992]

La structure chimique des alginates est voisine de celle de I'acide pectique des végétaux
supérieurs.

Les alginates sont des polysaccharides linéaires, anioniques, constitués des sels de deux acides
uroniques dérivant du mannose : l'acide D-mannuronique et son épimére |'acide L-guluronique.
Dans cette partie, nous nous attarderons sur la nature chimique de l'acide alginique dont dérivent
les différents alginates actuellement utilisés.

Plus précisément, l'acide alginique est, comme les autres phycocolloides, un polymere. ceci
signifie que sa molécule est constituée d'éléments tous semblables (les monomeres) reliés entre

eux.



Partie I : Généralités sur les alginates

Les monomeres dans le cas des alginates dérivent de la structure du mannose et sont l'acide
mannuronique et 'acide guluronique.
Les figures suivantes présentent les structures chimiques du mannose, de l'acide guluronique et

de l'acide mannuronique.

OH OH

MANNOSE

Figure 1 : Formule chimique du mannose [Pérez, 1997]

COOH H
H 0. OH OH fo) H
H COOH
H
H
H

OH H ©

oK OH OH OH
ACIDE MANNURONIQUE ACIDE GULURONIQUE

Figure 2 : Formules chimiques des monomeéres de |'acide alginique. [Pérez, 1997]

Les monomeres sont associés en ligne par des liaisons entre le C1 de I'une et le C4 de |'autre avec

départ d'une molécule d'eau et formation d'un pont oxygeéne.



Partie I : Généralités sur les alginates

La figure suivante présente l'association des monoméres par formation d'un pont oxygéne.

HZO HZO

COOH
OH OH
COOH
OH

COOH COOH

G

Figure 3 : Formation des ligisons oxygene entre les différents monomeéres avec

départ d'une molécule d'eau [Pérez, 1992]

La position de la liaison C5-C6 est au-dessus du plan moyen du cycle dans le cas de l'acide
mannuronique : ¢'est donc une forme D ; en outre, le radical hydroxyle du C1 se trouve au-dessus
duplan: c'est un type B.

L'acide guluronique présente une liaison C5-C6 en-dessous du cycle, c'est une forme L ; le radical

hydroxyle du carbone C1 est en-dessous du plan : c'est un type c.
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Chaque monomere se place en inverse du monomeére précédent : il convient de dire que si I'un est

en configuration Cl1, le suivant se place en position 1C.

La figure suivante donne une idée plus précise de cet agencement :

e 1c c1 1c
OOH H OH OH OH
o H o H H

H_ H OH H COOH H H
H H H H COOH

H o) H )

OH OH COOH OH OH
Figure 4 : Agencement des monomeéres au sein du polymere d'acide alginique [Pérez, 1997]

Aujourd'hui, on connalt parfaitement la structure de la molécule : elle est formée d'un

enchainement de fragments de 3 types :

* fragments homogenes d'acide D-mannuronique : -M-M-M-M- ; ces séquences sont dites "dures”
difficiles a dépolymériser.

* fragments homogenes d'acide L-guluronique : -6-6-G-G- ; ces séquences forment également
des blocs "durs”.

* fragments mixtes des 2 acides : M-G-M-G- ; ce sont des zones fragiles au niveau desquelles se
fait souvent la cassure.

Chacun de ces fragments a un degré de polymérisation d'environ 20.
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1.2.2. Principales caractéristiques
[Bazin, 1982] [Offret, 1983] [Pérez, 1992]

La plupart des alginates industriels ont un degré de polymérisation variant de 100 & 1000 soit un
poids moléculaire compris entre 20 000 et 200 000.
Dans le cas de |'alginate de sodium, il peut varier de 35 000 a 1 500 000.

La teneur en acide guluronique et en acide mannuronique est variable :

Le rapport acide mannuronique/acide guluronique varie de 0,5 a 2,5.

Parmi les phycocolloides, les alginates occupent une place tout a fait exceptionnelle en raison de
leur caractére anionique lié aux groupements carboxyles ~COO™ et en raison de |'absence d'ions

0505

L'acide alginique, avec une constante de dissociation pK=20.10 se situe entre |'acide acétique
plus faible (pK=1,15.10"%) et |'acide monochloroacétique plus fort (pK=1,75.10%).

Il dérive la lumiére a droite avec un angle de rotation o=-139°.

A I'état pur, c'est une poudre blanche, inodore et sans saveur.

L'acide alginique est insoluble dans |'eau mais certains de ses sels de sodium, fer, lithium et

d'ammonium sont solubles dans |'eau.

De par |'asymétrie du carbone, la configuration spatiale des deux acides uroniques ne peut
s'inscrire dans un plan : la molécule se dispose dans |'espace selon une structure dite “en chaise”.
Lorsque le premier monomere est en position “chaise 1”7 (C1), le second est en position inversée “1
chaise” (1C).

Ce qui provoque |'agencement en hélice, trés lache pour |'acide mannuronique, et trés serré dans

le cas de |'acide guluronique.
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Sur le schéma ci-dessous proposé par Rees en 1970, les points noirs représentent les liaisons

Cl1-C4.

Figure 5 : Agencement en hélice du polymére d'acide alginique. [Pérez, 1992]

1.2.3. Diversité

Il existe sur le marché une diversité d'alginates de sodium qui se différencient au niveau de la
proportion des deux acides uroniques constitutifs et de leur répartition le long de la

macromolécule, de leurs masses moléculaires et de leurs puretés chimiques et microbiologiques.

Les compositions en acides hexuroniques et leur répartition le long de la macromolécule

dépendent des especes et des tissus considérés.
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Le tableau ci-dessous illustre cette diversité de structure .

Tableau 1 : Diversité de composition des alginates. [Algorythme, 2002]
(SMIDSROD et al, 1996)

Matiére Proportion de Proportion de Proportion de Proportion de
premiere guluronate (6) | mannuronate (M) | dimére guluronate dimére de
(66) mannuronate
(MM)
Laminaria :
hyperborea (lame) 0,55 0,45 0,38 0,28
Laminaria
hyperborea 0,75 0,25 0,66 0,16

(cortex externe)

Laminaria

hyperborea 0,68 0,32 0,56 0,20

’

(stipe)

Laminaria digita 0,41 0,59 0,25 0,43

Ascophyllum
nodosum (organe 0,10 0,90 0,04 0,84

de reproduction)

Ascophyllum
nodosum 0,36 0,64 0,16 0,44

(tissus dgés)

La proportion des deux acides uroniques varie non seulement selon les espéces des algues
analysées, mais encore suivant I'dge et la région des thalles.
Les parties jeunes et le mucilage médullaire sont plus riches en acide mannuronique. Les parois

des cellules adultes et les régions corticales ainsi que les stipes sont plus riches en acide

guluronique.
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Dans le tableau suivant, on peut facilement se rendre compte de la variabilité des proportions en

acide mannuronique selon la partie de l'algue examinée :

Tableau 2 : Proportion d'acide mannuronique (%) dans les alginates extraits des

différentes parties de thalles. [De Lestang-Bremond, Quillet, 1980]

Ascophyllum nodosum % Laminaria digita, hyperborea %
Partie supérieure 72 Fronde dgée 555
Partie moyenne 61 Fronde nouvelle 655
Partie basse 47 | Stipe 40
Cortex 50,5 | Fronde cortex 33
Moélle 59 | Fronde moelle 41

2. LES ALGUES SOURCES D’ ALGINATES

2.1. GENERALITES SUR LES ALGUES
[Bruneton, 1999] [Donadieu, Basise, 1985]

Les algues sont des végétaux proches des champignons et appartiennent au groupe des
Thallophytes.
On distingue deux grandes catégories d'algues : les microalgues, organismes unicellulaires et les
macroalgues.
Ce sont les macroalgues qui, au niveau industriel, sont utilisées pour extraire les phycocolloides

faisant I'objet de ce document : les alginates.

Le tableau suivant présente brievement la classification des différentes familles d'algues.

12




Partie I : Généralités sur les alginates

Tableau 3 : Classification succinte des différents phylums regroupant les

algues. [Donadieu, Basise, 1985]

ALGUES EMBRANCHEMENTS CLASSES HABITATS
CHLOROPHYCOPHYTES Chlorophycées Eaux marines et
(algues vertes) douces
Zygophycées Eaux douces
Charophycées Eaux douces ou
saumadtres
PHEOPHYCOPHYTES Phéophycées Eaux marines
(algues brunes)
CHRYSOPHYCOPHYTES Chrysophycées Eaux marines et
(algues jaunes, vertes ou (jaunes) douces
brunes) Xanthophycées Eaux douces
(vertes)
Bacillariophycées Eaux marines et
EUCARYOTES (brunes) douces
(phytoplancton)
EUGLENOPHYCOPHYTES Euglénophycées Eaux douces
(algues vertes ou incolores)
PYRROPHYCOPHYTES Dinophycées (jaunes Eaux marines
(algues de couleurs variées) ou brunes)
Crytophycées (brunes, Eaux marines et
bleues, jaunes ou douces
incolores)
Raphidophycées Eaux douces et
(vertes) saumdtres
RHODOPHYCOPHYTES Rhodophycées Eaux marines et
(algues rouges) douces
CYANOSCHIZOPHYTES Cyanophycées Eaux marines, douces
PROTOCARYOTES

(algues bleues)

ou saumdtres

13
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Les divers phylums qui regroupent les algues comportent, a cdté d'organismes unicellulaires, des
organismes pluricellulaires formant des thalles complexes, agglomérations de cellules souvent peu

différenciées, souples, dépourvues de lignine.

On peut distinguer deux grands groupes d'algues :

* |e groupe des algues eucaryotes ou phycophytes (divisé en 6 embranchements)

* le groupe des algues protocaryotes (ne comportant qu'un embranchement)

Dans ce document, nous nous intéresserons plus particulierement a1 classe : les Phéophycées.

Les macroalgues sont formées de trois parties plus ou moins nettes :

* le crampon ou bulbe, simple organe de fixation
* le stipe, tige cylindrique de longueur variable qui est le corps de I'algue
* la lame ou thalle qui porte les organes reproducteurs (spores, sporanges, réceptacles) et par

laguelle I'algue assure sa nutrition et accumule les réserves.

2.2. LES PHEOPHYCEES SOURCES D’ALGINATES
[Gayral, 1975] [De Lestang-Bremond, Quillet, 1980] [Pérez,1997]

La classe des algues brunes (Phéophycées) fait partie du tres vaste groupe des Thallophytes
chlorophylliens, c'est-d-dire qui ne possédent ni de véritable vaisseau conducteur, ni racine, ni
tige, ni feuille, ni fleur, mais de la chlorophylle “a" photosynthétique. Ils ne contiennent pas de
véritable tissu différencié ; ils forment des thalles aplatis ou cylindriques, pouvant imiter plus ou
moins grossiérement feuilles et tiges; en réalité ce sont la des massifs de cellules peu et

rarement différenciées, liés entre eux par un ciment polysaccharidique.
De nombreuses algues brunes contiennent de l'acide alginique a des teneurs variables.

Les alginates industriels sont trés majoritairement extraits des algues brunes de la classe des

Phéophycées.
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Les Phéophycées sont toutes des algues pluricellulaires. Leur coloration brune est due a la
présence de pigments surnuméraires qui masquent les chlorophylles a et ¢ ; ces pigments jaunes
et bruns sont des xanthophylles dont les plus importantes sont la fucoxanthine et la
diatoxanthine,

L'amidon fait complétement défaut chez les Phéophycées.

Ces pigments capteurs permettent aux Phéophycées de coloniser les zones littorales sous
quelques metres d'eau, ld ol la lumiére blanche, privée de ses rayons rouges et de l'ultra-violet,

comporte encore des radiations oranges et jaunes.

Une espéce est considérée comme un bon alginophyte lorsqu' elle posséde une teneur en acide

alginique supérieure & 18%.

Les parois cellulaires pecto-cellulosiques sont généralement riches en composés pectiques qui
leurs sont propres : les alginates. La majeure partie des alginates se trouve dans les thalles sous
forme de gels, surtout calciques, peu solubles dans I'eau salée et dans l'eau froide. La faible
fraction entrdinable est faite d'une petite quantité plus riche en sels sodiques ou magnésiens, de

courtes chdines natives ou résultant d'une dégradation enzymatique.
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2.2.1. Principales espéces exploitées

a. Description des algues

[Bazin, 1982] [Bruneton, 1999] [Delaveau, 2003] [Donadieu, Basise, 1985] [Gayral, 1975] [a]

» Macrocystis pyrifera : considérée comme la plus grande algue marine ; sa croissance peut
atteindre 30 centimétres par jour.

Ces algues géantes (50 a 100m) de 'Océan Pacifique ont une lame divisée en folioles unilatérales
d base renflée par une vésicule creuse qui assure la flottaison en surface.

Elle pousse sur des fonds de -10 a -20 métres et peut étre moissonnée 3 ou 4 fois par an d'ol
son intérét économique.

On la trouve sur toute la cote Pacifique de I'Amérique (ot 120000 tonnes sont récoltées

annuellement), la cdte Argentine, en Nouvelle-Zélande, en Afrique du Sud.

Figure 6 : Macrocystis pyrifera
a : Photographie de Macrocystis pyrifera [a]
b : Schéma d'un jeune thalle de Macrocystis pyrifera. [Gayral, 1975]
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» Les laminaires : ce sont de grandes algues pérennes de consistance coriace, a stipe cylindrique
ou conique fixé aux rochers par des crampons ramifiés. Les laminaires sont abondantes sur les
cotes de la Manche ol elles occupent le niveau infralittoral (cf. figure n°13), entre le niveau de
basse mer et une profondeur d'une vingtaine de metres.

Ces grandes algues brunes sont trés largement retrouvées sur toutes les cotes froides de
I'hémisphére boréal. Elles prospérent sur les fonds rocheux jusqu'a 30 métres de profondeur et

forment de véritables champs découverts seulement aux basses mers. Cest le "goémon de fond" .

- Laminaria hyperborea est commune sur nos cotes surtout dans le Nord-Finistére.
L'algue est fixée a la roche par des crampons coriaces surmontés d'un stipe dressé, rugueux au
toucher.
L'algue mesure 1 a 2 metres et la fronde se renouvelle tous les ans en hiver.
Elle posséde un long stipe cylindrique rugueux qui se prolonge d'un thalle de couleur vert olive

tacheté de brun qui s'élargit rapidement pour se diviser en nombreuses laniéres souvent étroites.

Figure 7 : Laminaria hyperborea
a : Photographie de La minaria hyperborea [a]

b : Schéma de Laminaria hyperborea. [Gayral, 1975]
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- Laminaria digita Lamouroux est également commune sur nos cdtes : le stipe est lisse,
épaissi dans son milieu et moins rigide ; la fronde est palmée. L' algue mesure 2 a 3 métres et est
de couleur brun foncé.

Tout comme Laminaria hyperborea, elle se fixe aux rochers grdce a des crampons fixateurs.
On la distingue de celle-ci par la couleur, mais aussi par le fait que le stipe est de section ovale
alors qu'il est circulaire dans le cas de Laminaria hyperborea. De plus, dans le cas de Laminaria

digita, ce stipe ne se rompt pas facilement quand on le plie.

Figure 8 : Laminaria digita
a : Photo de Laminaria digita [a]

b : Schéma de Laminaria digita. [Donadieu, Basise, 1985]
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- Laminaria saccharina est également rencontrée couramment.
Le stipe est court et la fronde ondulée sur les bords ; sa surface est gondolée et elle peut

mesurer 3 métres.

Elle est de couleur brun-jaune qu'on distingue des deux autres laminaires présentées par le fait
que son stipe est court, cylindrique et trés flexible. Elle est également fixée aux rochers par un
crampon solide. Clest la seule espéce du nord-Est de I'Atlantique qui posséde une fronde non

divisée et une marge gaufrée.

Figure 9 : Laminaria saccharina
a : Photographie de Laminaria saccharina [a]

b : Schéma de Laminaria saccharina [Delaveau, 2003]
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» Ascophyllum nodosum : ces algues sont souvent découvertes par la marée. Le thalle est
composé de nombreuses frondes aplaties, dilatées en leur centre par une vésicule aérifére de
grosseur variable.

De nombreuses frondes partent de la base et la plante régénére généralement les frondes a

partir de la base quand les plus grosses frondes sont abimées ou arrachées.

Figure 10 : Photographie de Ascophyllum nodosum [a]

» Fucus : ces algues pérennes abondent sur les cotes des mers tempérées et froides de
I'hémisphére Nord.
En Manche, elles colonisent lespace médiolittoral (cf. figue n°13), c'est-d-dire la zone de

balancement des marées. Accrochées aux roches par des disques adhésifs, elles forment des

touffes de laniéres rubanées, membraneuses, dichotomes.
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- Fucus serratus : le stipe est aplati et se continue par une fronde qui se divise
dichotomiquement et ne présente pas de vésicules aériféres. On la reconnait facilement grace &

ses frondes dentelées.

Figure 11 : Photographie de Fucus serratus [a]

- Fucus vesiculosus appelé également varech vésiculeux du fait de la présence
d'aérocystes isolés ou groupés par paires, d paroi épaisse, de part et d'autre de la « nervure »

centrale.

Figure 12 : Fucus vesiculosus
a : Photographie de Fucus vesiculosus [a]

b : Schéma de Fucus vesiculosus. [Orecchioni]
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Les espéces présentées ici sont les principales algues utilisées pour I'extraction industrielle des
alginates ; cependant, d'autres algues peuvent également &€tre utilisées, mais de fagon plus
minoritaire en Europe: Durvillea (Durvillea antartica, D. potarum), Lessonia, Eklonia (Ecklonia
maxima, E. kurome, E. radiata) sont utilisées au Chili, en Afrique du Sud, en Nouvelle-Zélande et

en Australie. Turbinaria et sargassum essentiellement exploitées en Inde et aux Philippines.

Selon leur espeéce, les algues proliférent dans des zones distinctes qui subissent de fagon plus ou
moins important le phénomene des marées.
La figure suivante présente les différents étages littoraux en fonction du mouvement des

marées :

w~ Pleines mers exceptionnelles

—m- Pleines mars normales

_________________ Niveau moyen de ta mer

- Basses mers normales

Basses mars exceptionnelies

ETAGE ETAGE ETAGE ETAGE
SUPRALITTORAL MEDIOLITTORAL INFRALITTORAL CIRCALITTORAL

Figure 13 : Coupe schématique du systéme littoral. [Donadieu, Basise, 1985]
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b. Parenté botanique

[Bazin, 1982] [Colwell et coll., 1984]

En Europe, principalement en Angleterre, Norvége et France, ce sont surtout Ascophyllum nodosum,

Laminaria digita et Laminaria hyperborea qui sont exploitées pour fournir des alginates.

La figure suivante présente la parenté botanique liant ces différentes espéces.

[ PHAEOPHYCEES J
{ : 1
sous- )
LCycIosporees [Polysﬁchinées ]
classe J
1 i} [
ordre r Fucales [Laminar‘iales q
| — , —T— .
famille ﬁcacées Lammamacees Alar'lacees Lessoniacées ]
: J—
Ascophyllumj LFucus} Laminaria LEcklonlaq Macrocystis ]
\ J
Ascophyllum Fucus ( ( )
e nodosum serratus Ecklonia Macrocystis
S L maxima pyrifera
P — L
e Laminaria Laminaria
¢ hyperborea digita J
e

Figure 14 : Parenté botanique des principaux alginophytes. [Bazin, 1982]
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2.2.2. Localisation des principaux alginophytes

Zones ol sont récoltées

Laminaria Laminaria \ e
hyperborea japonica les especes utilisées

Ascophyllum

nodosum pour l'extraction de

l'acide alginique.
L'exploitation
concerne principalement
— IL;:{Z"’C";’; ) les espéces des genres

' Laminaria et Macrocystis.
Les autres ne sont
souvent que des récoltes
d'appoint.

a Seules Laminaria japonica
7 Lessonia

AR o nigroscens et Macrocystis pyrifera
/ / / font

Sargassum sp. Turbinaria ~ Macrocystis — Durvillea l'objet de culture.
pyriferia antarctica [Pérez, 1997]

.

Fucus \\

serratus ..

Laminarfa —---
digitata

Eckionia —"
radiata

Figure 15: Cartographie présentant la localisation des

alginophytes. [Bazin, 1982]

2.2.3. Localisation des alginates dans les algues

[Draget, 2000] [Pérez, 1992] [Knetting et coll., 1970]

D'aprés Baardseth (1965), I'acide alginique se situe entre la lamelle moyenne et la paroi primaire
de la cellule sous forme d'alginate de sodium, de calcium et d'alginate de magnésium.

On n'en trouve pas trace dans les autres composants cellulaires.

L'acide alginique est un produit du métabolisme cellulaire, mais le réle du phycocolloide dans le
cellule n'a pas été défini avec certitude.

On suppose que la matrice intercellulaire contenant le gel d'alginates a un rdle dans la force
mécanique et la flexibilité de l'algue. Par exemple, chez Laminaria digita, le stipe contient une
grande proportion d'acide guluronique qui confére une rigidité importante ; les lames de cette
méme algue qui subissent l'action du courant contiennent un alginate possédant peu de guluronate

et ayant une structure plus flexible.

24



Partie I : Généralités sur les alginates

Le schéma ci-dessous présente la structure d'une cellule de Phéophycées.

pl. : plastes
c. ph. : corps physoide

n. : noyau

pyr.: pyrénoide

cyt. : cytoplasme

pa. : paroi cellulaire pecto-

cellulosique contenant des alginates

Figure 16 : Structure schématique d'une cellule de Phéophycées. [Gayral, 1975]

Le schéma ci-dessous (d'aprés Kloareg et al., 1986) localise les alginates dans la paroi des algues

brunes.

Protéines

Cellulose

[Alginates Xylofucoglucanes “Fucanes

Figure 17 : Modéle proposé pour l'organisation de la paroi chez

les algues brunes. [Catesson, Robert, 2000]
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2.2.4. Variabilité des alginates
[Bazin, 1982] [Pérez, 1992] [Chapman, 1970] [Algorythme, 2002]

La teneur en acide alginique varie avec I'algue : dans une méme espéce, elle varie suivant que |'on
utilise le stipe ou la fronde.

Elle varie également en fonction de la saison et de la localisation.

Tableau 4 : Teneurs en acide alginique de divers alginophytes. [Pérez, 1992]

Teneur en % de
ESPECE

matiere seche
Laminaria 24430
Sargassum 13a16
Macrocystis 18 a 21
Ecklonia 35438
Ascophyllum 15420
Lessonia 15419
Fucus 18 ¢ 28
Turbinaria 20422

a. Saison

La teneur en alginates semble forte au moment de la période de croissance (printemps) mais par
contre, les chalnes du phycolloide formé sont relativement courtes.

En revanche, la teneur baisse pendant I'hiver mais la polymérisation est maximale. On suppose
que la polymérisation reste limitée lorsque la cellule est jeune, puis se réalise complétement
apres que la cellule a atteint sa taille définitive.

De méme, la proportion d'acides mannuronique et guluronique dépend de |'espéce, de la saison et

du lieu de récolte.
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Les études menées par Ricard (1931) et Lunde (1937) ont montré que chez Laminaria digita, il y
avait une fluctuation selon les saisons, avec un contenu maximum entre Septembre et Novembre,

comme le montre le diagramme ci-dessous.

! Teneur en % de ;
; matiére séche
25

| 20 | |
| |
| g ’ - — ’777’7“
1 15 | — Teneur en % de|
| | matiére séche |
| 10
5 -
|
O T 1 1 T T
X N N
A S N N NS
S S N S . |
& € Y & & Mois :
(g@Q o)

Figure 18 : Variation saisonniere de la teneur en acide

alginique chez Laminaria digita. [Chapman, 1970]

b, Partie utilisée

Les stipes de Laminaria sont plus riches en alginates que les frondes; chez Durvillea et Ecklonia,

c'est l'inverse.

c. Age

On a montré que des stipes de Laminaria hyperborea plus Ggés contiennent plus de sels d'acide
guluronique que des stipes plus jeunes et il n'est pas certain que les producteurs contrélent avec
précision cette variabilité intraspécifique. On a aussi montré que les jeunes frondes de Laminaria
digita sont plus riches en acide mannuronique que les frondes dgées.

On suppose que la polymérisation reste limitée lorsque la cellule est jeune, puis se réalise

complétement dés que la cellule a atteint sa taille définitive.

27



Partie I : Généralités sur les alginates

3. LES ALGINATES D’ORIGINE BACTERIENNE
[Ertesvag, Valla, 1998] [Chéze-Lange et coll., 2002] [Saude, Junter, 2002]

La production industrielle des alginates est basée sur la culture des algues brunes ; néanmoins
dans la nature, cette famille de polymeres est également produite par des bactéries du genre
Azobacter et Pseudomonas (polysaccharide de la capsule). La biosyntheése bactérienne des
alginates a principalement été étudiée chez Pseudomonas aeruginosa. Tout comme chez les
algues, le polymeére est d'abord produit sous forme de mannuronane puis, épimérisé par la

mannuronan C5-épimérase.

On a recours aux bactéries pour produire les alginates lorsqu'on souhaite obtenir des
polysaccharides de composition donnée, avec une distribution particuliere des séquences
guluronates.

La principale différence entre l'alginate algual et bactérien est le fait que certains des résidus

mannuronates des polyméres bactériens sont O-acétylés en position 2 et/ou 3.

Actuellement, pour les besoins industriels, on a recours a l'exploitation systématique des algues,
mais d'intéressantes perspectives sont & prévoir dans le domaine de I'utilisation industrielle des
ressources bactériennes a des fins de production de masse.

Les travaux menés d I'échelle d'un bioréacteur de laboratoire par Chéze-Lange et coll., ont permis
la production d'alginates bactériens (utilisant une culture en bouillon de Azobacter vinelandii) en

continu dans un bioréacteur a membrane.
De méme, des études sur la production en batch avec pour substrat le saccharose ont été

menées par Saude et Junter il s'avére que la production en continu offre de meilleurs

rendements que le procédé discontinu.

Aprés avoir présenté les alginates ainsi que les algues a l'origine de ces biopolyméres, nous allons

nous intéresser dans la partie suivante & I'étape d'extraction industrielle.
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Partie IT : De la récolte a l'extraction industrielle

1. MODALITES DE RECOLTE DES ALGINOPHYTES
[Bazin, 1982] [Pérez, 1992] [Knetting et coll., 1970]

En France, on exploite essentiellement Laminaria digita ; l'exploitation des laminaires reléve de

I'artisanat et de la petite industrie.

Les 3 principales zones d'exploitation des laminaires en Bretagne sont :
» Perros-Guirec - Les 7 Tles
» Roscoff-Brignonan

» Plouguerneau-Le Conquet

La récolte de Laminaria digita plafonne & 65000 tonnes sur les cdtes frangaises, entre Iile de
Bréhat et I'archipel des Glénan.

Le prélevement s'effectue au moyen de bateaux munis d'un outil spécial appelé “scoubidou
mécanique" : un bras articulé porte une longue tige métallique plongeant dans le champ d'algues,
et tourne comme une vrille ; les algues s'y enroulent, le bras articulé remonte la tige et les algues

sont ramenées au bateau. Cet outil permet une récolte sélective qui préserve les jeunes plantes.

Figure 19 : Collecte de
Laminaria digita sur la
cote bretonne.

Un outil mécanisé appelé
"scoubidou” arrache les
laminaires par paquets.

[Pérez, 1997]

30



Partie IT : De la récolte & I'extraction industrielle

Grdce a cet outil, le travail du goémonier est fort facilité : ceci a permis de multiplier par cing le
tonnage récolté au cours d'une marée.
Mais il nécessite des bateaux de longueur supérieure a huit metres qui ont des difficultés par

leur taille @ approcher les peuplements situés trop prés des roches.

En France, la récolte de Laminaria hyperborea est simple: on se contente de ramasser les
plantes ou les stipes qui se déposent sur la cOte aprés les tempétes.
En Norvége, la récolte se fait grace a une drague & dents qu'un bateau trafhe sur le fond de la

mer .

Les laminaires sont également largement exploitées en Ecosse, Irlande, Norvége (Laminaria

hyperborea), en Chine, au Japon et en Corée (Laminaria japonica).

Ascophyllum nodosum est prélevée a la main en Irlande, Ecosse et Islande depuis prés d'un
siecle. On évite I'arrachage car la base fixée au substrat régéneére de nouvelles frondes mais

malheureusement cette régénération est tres lente.

Aux Etats-Unis, on exploite Macrocystis pyrifera de fagon intensive. Sa culture se fait sur de
grandes étendues, & petite profondeur, sur des champs plats : ceci permet une récolte mécanique

facile.

On comprend ainsi que le prix de revient des alginates qui en sont tirés est trés compétitif.
Durvillea, Lessonia, Ecklonia sont exploitées au Chili, en Afrique du Sud, en Nouvelle-Zélande, en

Australie.
Les espéces Laminaria et Ascophyllum sont les plus difficiles & récolter car les algues sont

accrochées a des surfaces rocheuses sous |'eau,
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2. EXTRACTION INDUSTRIELLE DE L’ACIDE ALGINIQUE
[Pérez, 1992] [Pérez, 1997] [Dion, Lognoné, 2000]

Les propriétés des alginates sont a l'origine des procédés d'extraction.
La solubilité dans l'eau des alginates de métaux alcalins et leur insolubilité sous forme d'acide
alginique et d'alginate de calcium sont & la base des étapes d'extraction et de purification des

alginates.

Les principaux procédés mis en ceuvre par les usines d'extraction sont répartis en deux grandes
catégories.
Ils se différencient au niveau de I'étape de purification qui consiste a précipiter l'alginate de

sodium en acide alginique dans un cas et en alginate de calcium dans l'autre cas.

Globalement, les différentes étapes du procédé de fabrication des alginates sont les suivantes :
- stockage de la matiere premiére

- lixiviation

- extraction

- séparation solide/liquide

- échange d'ions

- séchage

- broyage

- standardisation

Le diagramme-bloc suivant présente les deux voies d'extraction possibles pour I'extraction de

l'acide alginique. Nous verrons plus en détail ces procédés dans la suite de cet exposé.
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Figure 20 : Diagramme-bloc des procédés d'extraction de l'acide alginique. [Dion, Lognoné, 2000]
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2.1. OPERATIONS COMMUNES AUX DEUX PROCEDES

2.1.1. Préparation de la matiére végétale

Les algues pourrissent vite ; aussi est-il nécessaire de les sécher, de les exploiter rapidement, ou
de leur faire subir un traitement conservateur.

Les algues frdiches ou conservées dans une solution formolée sont découpées en fragments de 20
a 30 centimetres de longueur. La fragmentation permet une meilleure action des composants
chimiques qui vont tre appliqués et facilite le transport par pompage.

Si les thalles ont été conservés séchés, il faut les réhydrater de préférence dans une solution
formolée & 5 ou 6%.

La formolisation permef d'éviter les contaminations microbiennes mais aussi d'insolubiliser les

polyphénols a l'origine de dépolymérisation des alginates et de coloration des produits.

2.1.2. Formation de {"alginate de sodium

L'acide alginiqgue se trouve dans la cellule sous forme de sels insolubles de calcium et de

magnésium. L'objectif consiste a le transformer en sel de sodium soluble.

a . Acidification ou lixiviation

Dans un premier temps, on doit avoir recours a une phase d'acidification par trempage dans une
solution d'acide sulfurique pendant une durée de 30 minutes a 4 heures selon l'algue (4 heures
pour Laminaria digita), & une température entre 20 et 35°C.

Au-deld, il y aurait dégradation du colloide.

Le calcium et le magnésium, qui bloquaient sous forme d'un gel dur l'acide alginique dans les parois
cellulaires et empéchaient I'extraction, sont dissous par I' acide sulfurique sous forme de sulfate

de calcium et de magnésium puis évacués avec les eaux de ringage.

Plusieurs ringages a I'eau douce sont nécessaires ; si besoin on prévoira de déminéraliser cette
eau par passage & travers des colonnes échangeuses d'ions. On rince jusqu'a ce que les eaux de

lavage ne contiennent plus de calcium.
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Apres chaque ringage, on réalise un test avec une solution d'oxalate de sodium : s'il reste encore
du calcium dans les eaux de ringage, il se forme un précipité blanchdtre. Tout reste de calcium
dans l'algue conduit immanquablement a une perte puisque les molécules d'acide alginique qui

auront fixé cet ion resteront piégées dans les produits insolubles.

b, Formolisation

Si les algues n'ont pas trempé dans une eau formolée au cours de la conservation ou au cours de la
réhydratation, on les passe, apres fraitement acide, dans une solution de formol pendant 45 & 65

minutes & 20-25°C.

Le but de cette opération est de stabiliser les phénols qui s'oxyderaient lors de |'étape suivante.
Une oxydation donnerait & l'acide alginique une teinte gris & marron, qu'il faudrait éliminer par la

suite. Or, le traitement décolorant dégrade la qualité du phycocolloide.
Le bain dans le formol permet d'éviter l'apparition de la coloration. Une réaction formol-phénol
transforme les phénols en produits insolubles qui ne peuvent alors plus s'oxyder et restent dans

la phase solide.

¢. Carbonatation

Les algues sont alors rincées & I'eau douce puis immergées dans une solution de carbonate de

sodium (Na,CO3) & 4%.

Pour aller plus vite, on peut augmenter la température jusqu'd 90°C mais il y a une baisse
importante de la qualité (les hautes viscosités se dégradent vite).

Pour les algues coupées, 2 heures de traitement alcalin a 50°C suffisent & une extraction totale.
Pour Laminaria digita, on préfére opérer a froid ou a 25-30°C de fagon a préserver une haute
viscosité.

Au terme de cette opération de carbonatation, 'acide alginique, insoluble dans I'eau passe a I'état

d'alginate de sodium et se dissout dans la phase liquide.
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2.1.3. Isolation de la phase liquide

a . Flottation

C'est la pratique la plus économique : le jus provenant de la carbonatation est dilué 10 a 14 fois
avec de I'eau douce et passe dans une puissante pompe qui injecte de l'air sous pression et crée

une émulsion.

Les particules solides peuvent ainsi se déplacer aisément dans le liquide rendu moins visqueux par
la dilution ; les bulles d'air créées par I'émulsion les ameénent a la surface. Pour accélérer le
phénomene, on injecte aussi un floculant au moment de la mise en émulsion: il s'agit d'une

substance ayant une charge positive telle que les polyacrylamides.

Les particules de cellulose, chargées négativement, viennent se regrouper autour du floculant. On
obtient des agrégats sur lesquels les bulles d'air peuvent mieux s'accrocher ; la montée en

surface est ainsi accélérée.

On peut travailler soit en continu (ot la partie liquide du fond est pompée par le bas tandis que la
partie solide est prélevée en surface) soit en statique (on attend que le "gdteau” de surface se
soit consolidé en fin de flottation et ce résidu solide séché sera utilisé par exemple pour la

fabrication d'isolants phoniques).

b. Filtration

Tous les composés insolubles ne sont pas enlevés par flottation. Il faut alors passer & une
filtration d'affinage : on utilise un filtre rotatif sous vide comportant un tambour habillé d'un
matériel filtrant en pearlite (terre a diatomées) ou silicate d'alumine.

Durant la filtration, la lame de cutter élimine la surface colmatée du filtre, mettant a jour la

couche sous-jacente.

Aprés 10 heures d'utilisation, toute I'épaisseur du filtre a été enlevée et on dispose une nouvelle

enveloppe filtrante.
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Pour parvenir a un liquide encore plus clair, on peut réaliser une seconde filtration, mais dans ce
cas, un simple filtre-presse suffit car les particules restant a éliminer sont en faible quantité. Il
est cependant nécessaire d'ajouter a la solution d'alginate de sodium un pourcentage de terre de

diatomées.

La figure ci-dessous présente un filtre rotatif pouvant étre utilisé pour I'¢tape de filtration.

: Grasisi ,".":"—
g I pression

caurgnne poreuse

collecteur recevant
Ialginate filtré

culler

— pellicule colmatée

Figure 21 : Systéme rotatif permettant de filtrer lalginate de sodium. [Pérez, 1997]

2.2. OPERATIONS SPECIFIQUES A CHAQUE PROCEDE
[Pérez, 1992]

2.2.1. Méthode indirecte : précipitation par le chlorure de calcium

a. Formation de l'alginate de calcium

Le but de l'extraction consiste a obtenir l'alginate de sodium ou l'acide alginique sous forme

solide.

Alors que I'évaporation semblerait la solution la plus simple (mais elle dégrade la qualité du

produit), on préfére passer par un précipité d'alginate de calcium.
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On verse la solution d'alginate de sodium (NaAlg) dans une solution de chlorure de calcium & 10% :

NaAlg + CaCl, > Ca(Alg), + NaCl

On obtient un précipité fibreux qui peut &tre séparé sur un écran métallique arrosé d'eau. Le
degré de mélange NaAlg-CaCl; doit €tre défini expérimentalement par échantillonnage.

On prendra garde de verser l'alginate de sodium dans la solution de chlorure de calcium et non le
contraire, car on obtiendrait dans ce dernier cas un gel a la place des fibres.

La précipitation doit tre faite en continu dans un mixer linéaire sur lequel arrive un courant

d'alginate de sodium et de chlorure de calcium, ou en une seule masse dans un pétrin.

b. Blanchiment

Cette opération ne sera nécessaire que si l'acide alginique obtenu n'a pas une couleur blanche.
Mieux vaut réaliser cette opération sur l'alginate de calcium qui est plus résistant que l'acide
alginique.

On fait alors appel a une solution d'hypochlorite de sodium, NaOCI. Lorsque la coloration voulue
est atteinte, on sépare l'alginate de calcium de I'eau sur un filtre écran et on rince abondamment

la phase solide pour éliminer I'excés de NaOCl.

¢. Formation de l'acide alginique

On opere dans trois bassins remplis d'une solution d'acide (H.SO4 ou HCI 0,5N) diluée.

On introduit l'alginate de calcium dans le premier bassin ; aprés 30 minutes d'agitation, on sépare
par passage sur filtre-écran. On procéde de la méme fagon dans les deux autres bassins.
Normalement, on obtient un acide alginiqgue sans calcium; on peut toutefois modérer le

traitement décrit pour augmenter le pouvoir épaississant.

d. Déshydratation de l'acide alginique

On utilise un filtre-presse : l'acide alginique est poussé contre une paroi percée de trous tres
fins permettant I'écoulement de I'eau.

A la sortie de la presse, I'acide alginique contient 25% de matiére solide.
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e. Conversion acide alginique-alginate de sodium

Cet acide alginique humide (HAlg) est mélangé dans un mixer a un produit alcalin, le plus souvent
du carbonate de sodium (Na,COs).

La réaction est la suivante : 2 HAlg + Na2CO3 & 2 NaAlg + H,CO;

La réaction peut &tre activée par la température : on travaille le plus souvent & 50°C.

La pdte est extrudée & travers des orifices de 5 millimétres de diamétre et les cordons
d'alginate ainsi obtenus sont coupés en morceaux.

Le séchage se fait sur un tapis roulant vibrant formé d'une toile grillagée a travers laquelle passe
de 'air chaud.

Les particules ayant moins de 10% d'eau peuvent &tre broyées en poudre, en grains de 250 ym.

2.2.2. Méthode directe : précipitation acide
[Pérez, 1997]

C'est le procédé utilisé en France pour Laminaria digita.

a. Blanchiment

Ce traitement est également réalisé de préférence en milieu alcalin pour éviter d'abaisser le
pouvoir épaississant de l'acide alginique.

Mais, dans le cas d'extraction par acidification directe, l'alginate de sodium se trouve en solution
trés diluée. La quantité d'hypochlorite de sodium nécessaire serait donc tres importante et
coliteuse. Les industriels préférent alors attendre la derniére opération ot l'acide alginique a

25% de matiére solide sera transformé en pdte d'alginate de sodium.

b. Formation de l'acide alginigue

La solution clarifiée d'alginate de sodium est traitée par une solution d'acide chlorhydrique ou
sulfurique & la température de la piece : un précipité gélatineux, non filtrable dans cet état, se

forme progressivement.
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Pour arriver a séparer les deux phases, on a pris la précaution de laisser un excés de carbonate
de sodium dans la liqueur dalginate. Sous l'effet de lacide, le carbonate se décompose en
libérant du gaz carbonique qui se prend dans les fibres d'acide alginique en formation et les

ameéne a la surface ol se forme une écume blanchadtre.

Il se forme donc progressivement un gateau de fibres de plus en plus compact.

L'alginate de sodium doit étre en contact assez longtemps avec l'acide pour que tous les ions
sodium soient enlevés et ne refixent pas; dans la pratique, on utilise un acide fort (H.SO4 ou
HCI) et on maintient le pH a 1,5 pendant 60 minutes.

Pour cette étape, on utilise un bassin en plastique possédant un fond en pente dans la premiére
partie (ot a lieu le mélange) puis plat (ot a lieu la séparation des phases).

Au sommet de la paroi aval est située une roue a aubes qui, a chaque passage de ses pales,
transfére 'écume dans un systéme formé de trois ou quatre presses a vis sans fin qui réduisent

la teneur en eau de l'acide alginique a 30%.

¢. Déshydratation

Le gel obtenu aprés l'acidification contient & peine 1 d 2% de matiére solide ; il est de plus trés
hydrophile.
Il faut le déshydrater avant la conversion en alginate de sodium ; selon les cas, on peut utiliser un

filtre-presse, la centrifugation, l'alcool.

- Pressage : avant passage sur filtre-presse, on place le gel dans des réservoirs a parois
filtrantes d'od l'eau s'écoule goutte a goutte.

On peut également utiliser des sacs poreux a la place du filtre-presse : on place le gel dans le
sac, on le ferme et le passe sous une presse. Cette méthode chinoise permet d'obtenir un acide
alginique & 15% de matiére séche. On peut arriver & 20% de matiére séche si on trempe
préalablement lacide alginique dans l'alcool qui rend celui-ci plus fibreux et diminue ainsi les

pertes.

- Centrifugation : on place l'acide alginique dans les gobelets percés de la centrifugeuse. On peut

ainsi parvenir a 7 & 8% de matiere seche.
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- Alcool méthylique ou éthylique : le prix de l'alcool étant élevé, ce procédé est peu économique

du point de vue industriel.

d. Conversion en alginate de sodium

A la température de la piece, le gel d'acide alginique a 20% de matiére séche est mis dans un
mélange alcool-soude a 40%.

La neutralisation est longue a obtenir car l'alginate et 'acide alginique ne sont pas solubles dans
I'alcool.

Quand la valeur du pH atteint 6, la neutralisation est atfeinte. Le produit obtenu aprés

neutralisation est mis a égoutter ; il est ensuite écrasé, séché & chaud avec récupération des

vapeurs d'alcool. Il est ensuite réduit en poudre plus ou moins fine selon le débouché visé.

La figure suivante présente les différentes étapes d'extraction de l'acide alginique utilisant la
méthode directe par précipitation acide : les laminaires stockées dans le formol sont lavées a
I'eau douce dans un premier temps ; on procede ensuite a l'acidification puis a la carbonatation.
L'acide alginique récupéré & l'issue de ces étapes va ensuite etre deshydraté puis séparé par

flottation.
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En fin d'extraction, on note que l'acide alginique peut €tre déshydraté directement ou alors
transformé en alginate de sodium, de potassium, d'ammonium ou de friéthanolamine par
neutralisation avec des alcalis et bases correspondantes en milieu aqueux ou alcoolique.

Les alginates sont déshydratés, broyés puis standardisés en viscosité par mélange de lot ou ajout
de différents sucres.

L'alginate de propylene glycol est préparé par réaction de l'acide alginique partiellement neutralisé

avec de l'oxyde de propyléne.

3. L’INDUSTRIE DES ALGINATES

3.1. LES PRINCIPALES USINES

La production mondiale d'alginates dépend de tres peu d'usines d'extraction :
- Kelco Company aux Etats-Unis

- Alginate Industry Limited en Ecosse

- Pronova en Norvége et au Canada

- SOBALG (Société Bretonne des ALGues) en France et en Chine

- SBI (Systéme Bio Industrie) en France

- Ribun et Mitsubishi au Japon

[Pérez, 1997]

3.2. CARACTERISTIQUES DES EQUIPEMENTS D’EXTRACTION

[Pérez, 1992]

Quel que soit le mode d'extraction, il faut environ 1 000 & 1 500 m* d'eau par tonne de produit fini
sec ; l'usine doit impérativement tre installée a proximité d'une réserve d'eau importante et prés
d'un déversoir permettant d'évacuer l'eau chaude chargée de formol, de particules de cellulose,
d'acide, de calcium, de divers sulfates de pigments bruns décomposés. Un traitement d'épuration

est indispensable.
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L'eau d'arrivée doit contenir le minimum de calcium ou de magnésium car ces cations piegeraient
l'acide alginique dans les tissus de l'algue, empéchant sa dissolution sous forme dalginate de
sodium.

L'eau ne doit pas contenir d'argile ou des matieres en suspension qu'on risquerait de retrouver

dans l'acide alginique et qui colmateraient les filtres.

Si c'est le cas, un réservoir de décantation sera nécessaire.
Le niveau bactérien doit €tre bas, surtout lorsqu'il s'agit d'obtenir des alginates alimentaires ou

pharmaceutiques.

En outre, les bactéries de type Pseudomonas alginovora décomposeraient |'acide alginique en
polyméres courts & pouvoir gélifiant et épaississant nul. Ces bactéries pouvant &tre amenées par
l'eau ou par les algues, il faut faire en sorte que leur prolifération ne soit pas possible : d'ou la
nécessité d'une bonne conservation des algues dans des locaux propres ot elles ne doivent pas étre

gardées trop longtemps.

En cas de conservation par le formol, on surveille la température du stock pour vérifier qu'il n'y a
pas de fermentation.
Les bassins doivent avoir des parois lisses, le moins poreuses possible, permettant un nettoyage et

une stérilisation faciles.
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4. LE MARCHE MONDIAL DES ALGINATES

4.1. DE I’ARTISANAT A ’INDUSTRIE

[Chapman, 1970] [Pérez, 1997]

L'acide alginique et ses sels ont été utilisés dans une certaine mesure pendant la premiére guerre
mondiale ; en 1915, une usine voit le jour & Sydney, en Colombie anglaise, pour la production de
potasse et d'algine.

Malgré une |égislation encourageant cette industrie, celle-ci ne s'avéra pas florissante.

Pendant cette méme guerre, les alginates étaient préparés d partir de Macrocystis en Tasmanie et
en Galles du Sud a partir d'Ecklonia.

Aux Etats-Unis, I'étude de l'extraction industrielle a commencé pendant la premiére guerre
mondiale au sein de la "Hercules Powder Company".

La véritable épopée de l'acide alginique commence en 1923, lorsque le Docteur Thornley, cherchant
& tirer partie de la poudre de charbon éparpillée autour des mines, a l'idée de l'agglutiner en
briques compactes en utilisant de l'acide alginique comme colle. I| fonde en 1927, prés de San
Diego (Californie), la "Kelco Production”, usine destinée a extraire l'acide alginiqgue de Macrocystis
pyrifera. En 1929, la "Kelco Production” devient la “Kelco Company".

La Grande-Bretagne développe son usine d'extraction en 1934 appelée AIL (Alginate Industry
Limited).

En France le long du littoral breton, ce sont les unités artisanales exploitant les végétaux marins
au dix-septiéme siecle, qui ont été remplacées par des usines d'extraction d'alginates.
Actuellement, la "Kelco company” est toujours d San Diego et constitue le plus grand centre
d'extraction d'acide alginique au monde connu sous le nom de “Nutrasweet Kelco".

Avant la seconde guerre mondiale, aux Etats-Unis et en Europe, deux types de produits sont
fabriqués: un alginate de sodium impur appelé "Tiss-tang" et une préparation dalginate
d'ammonium appelée “Armorine”.

Au Japon, c'est seulement en 1940 que commenga la production mais en 1962, 4 usines produisant

1200 tonnes d'alginates étaient déja en fonctionnement.

Aujourd'hui pour les goémoniers, la récolte manuelle a été remplacée par la mécanisation; de
méme lindustrie et lamélioration des procédés d'extraction ont permis d'aboutir a des

rendements intéressants.
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4.2. QUELQUES CHIFFRES SUR LA PRODUCTION
[Michanek, 1984] [Dion, Lognoné, 2000] [Pérez,1997] [Draget, 2000]

Parmi les différents phycocolloides présents sur le marché mondial, les alginates constituent treés

largement la production la plus importante du point de vue des tonnages.
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Figure 23 : Commerce mondial en tonnes de phycocolloides en 1980. [Michanek, 1984]

En plus d'occuper la premiére place au niveau des tonnages vendus, les alginates constituent la plus
grande part de marché ; néanmoins, compte-tenu des tonnages d'agar et de leur part de marché
légérement inférieure d celle des alginates, on constate que les alginates ne sont pas les

phycocolloides les plus colteux.
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Le diagramme ci-dessous illustre la part commerciale que représentent les alginates dans le

commerce mondial des phycocolloides.
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Figure 24 : Commerce mondial en millions de dollars en 1980. [Michanek, 1984]

La production mondiale de 200 000 tonnes d'algues est dominée par l'extréme-orient. Plus de 80%

sont récoltés en Chine, au Japon et en Corée. Ces énormes quantités sont essentiellement

destinées a l'usage domestique.

Les ressources utilisées dans 'industrie sont modérées comparées a la récolte mondiale d'algues.

La production d'alginates semble localisée dans les zones riches en ressources et jamais loin des

zones de marché.

47



Partie IT : De la récolte d l'extraction industrielle

Les deux diagrammes suivants représentent l'importance des différentes espéces d'alginophytes

et leur part dans la production mondiale.

[
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Figure 25 : Production mondiale d'algues a colloides en 1995

Place des alginophytes. [Dion, Lognoné, 2000]
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g
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Figure 26 : Production mondiale d'algues da colloides en 1995

Place des alginophytes. [Dion, Lognoné, 2000]
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Laminaria japonica est trés nettement la plus utilisée pour l'extraction des colloides ; ceci
s'explique par différents phénomeénes :

v la large utilisation des colloides en alimentaire dans les pays asiatiques

v la culture en masse de Laminarai japonica

v la richesse de cette algue en colloides

Le schéma ci-dessous montre la part importante qu'occupent les laminaires dans la production

dalginates.

& Laminaria japonica

O Laminaria digita,
hyperborea

O Macrocystis

O Lessonia

B Ecklonia

0O Ascophyllum et Fucus

0O Sargassum

@ Durvillea

FUCALES

LAMINARIALES

Figure 27 : Part des différents alginophytes dans la

production mondiale. [Dion, Lognoné, 2000]

De plus, en 2000, la production mondiale d'acide alginique était de 30 000 tonnes pour une
demande de 40 000 tonnes.
On distingue deux catégories d'acheteurs :

- les grands utilisateurs d'alginates qui se fournissent directement auprés des usines d'extraction

sans intermédiaire.

- les petits mais nombreux utilisateurs, qui demandent un alginate bien spécifique, correspondant a

une utilisation bien particuliere.
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4.3 LES DIFFERENTS TYPES D’ALGINATES COMMERCIALISES

[Pérez, 1997] [Colwell et coll., 1984]

On distingue trois types d'alginates :
x les alginates & destination pharmaceutique, classés NF par le National Formulary. Entrent dans
cetfe catégorie les alginates épaississant les solutions qui contiennent un principe actif mais aussi

les médicaments ot l'alginate est le principe actif (environ 12€ le kg).

% les alginates classés " Food " dont le contenu bactérien est constamment sous surveillance

(environ 8€ le kg).

% les alginates classés " Technique " dont les utilisations n'ont rien & voir avec lalimentation

humaine (environ 5€ le kg).

Les alginates disponibles pour 'usage industriel incluent les sels de sodium, calcium, ammonium,
ammonium-calcium, sodium-calcium de l'acide alginique mais aussi l'alginate de propyléne-glycol.

Ces alginates sont produits dans de nombreuses formes variant de part leur poids moléculaire, leur
teneur en calcium, la forme des particules (grains ou fibres), la distribution de taille des
particules et le ratio acide mannuronique/acide guluronique.

L'alginate de propyléne glycol peut aussi varier par son degré d'estérification.

L'annexe 1 présente l'analyse d'un lot d'alginate extrait le Laminaria digita.

Dans la partie suivante, nous nous intéresserons plus particuliérement aux propriétés des alginates
telles que leur aptitude & former des gels.

Nous examinerons plus particulierement la fagon dont se forment ces gels et les parametres qui
influencent la gélification.

Les alginates en solution seront également briévement abordés.
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Partie ITI : Gels et solutions colloidales d'alginates

1. PROPRIETES GELIFIANTES ET VISCOSIFIANTES DES
ALGINATES

1.1. NOTION DE GEL

[Tanaka, 1981] [Favre, 2004]

Les gels sont en fait des états intermédiaires entre I'état solide et I'état liquide; par
conséquent, leur classification est difficile.

L' origine de la dénomination gel a été attribuée & T. Graham vers 1850.

I| est formé de polyméres réticulés par des liaisons transversales formant un réseau immergé
dans un milieu liquide (solvant). La transformation correspondante, qualifiée de transition sol-gel,
s'apparente d une cristallisation, et provoque un départ de solvant, dont une partie est expulsée
du réseau au point de gélification.

Cette transition reste mal comprise pour les systemes mettant en jeu des polyméres. En effet,
les solutions de polyméres trés concentrées peuvent, dans certains cas, donner naissance d un
réseau présentant une résistance mécanique conséquente (module élastique supérieur au module
visqueux), emprisonnant une quantité importante de solvant.

Les propriétés du gel dépendent beaucoup des interactions de ces deux composantes : d'une part,
le liguide empéche le réseau de polyméres de s'effondrer en une masse compacte et, d'autre
part, le réseau empéche le liquide de s'écouler.

Les gels obtenus & partir des alginates sont appelés xérogels et, & linverse des aérogels, le

réseau s'effondre lorsqu'on extrait le solvant par séchage ou compression,

Module élastique Module élastique
< \f > >
Module visqueux Module visqueux
Une molécule unique

Chdines de polymére

dans un solvant SO )8 Il‘ GEL

de grande taille

est formée

Figure 28 : La transition sol-gel [Favre, 2004]
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1.2. THEORIE DE LA "EGG-BOX"
[Lapasin, Prid, 1995] [Kloareg, 1984] [Draget, 2000] [Draget et coll., 1997]

Les propriétés de gélification des alginates sont basées sur leur affinité pour certains ions et

leur capacité a se lier a ces ions de fagon sélective et coopérative.

La gélification des alginates, induite par des ions divalents, résulte de la capacité de ces
composés a former des liaisons ioniques accompagnées de changements conformationnels.

Quand des ions divalents tels que Ca®* sont introduits dans une solution d'alginate de sodium, un
réseau expansé se forme.

Cet agencement original est appelé structure en boite a ceufs ou "egg-box" dans laquelle les ceufs
sont représentés par l'ion.

Le mécanisme mis en jeu est le suivant : les ions divalents tels que le calcium établissent des
ponts entre des fonctions carboxyliques portées par les chaines voisines.

Pour des raisons de stéréochimie, ce mécanisme ne concerne que les blocs polyguluroniques, la
conformation ruban plat de l'acide polymannuronique ne pemettant pas de complexer le calcium.
Les ions calcium se lient donc préférentiellement aux blocs G, et il a été démontré que ce
phénomene est facilité si le bloc guluronate excéde 20 résidus.

Pour ce qui est des blocs mannuronate, aucune coopérativité ou changement conformationnel n‘ont

été mis en évidence quelle que soit la longueur de la chdine.

La rigidité des gels d'alginates est donc fonction du rapport de l'acide mannuronique & l'acide
guluronique des produits commerciaux.

De telles substitutions de Na' par Ca® conduisent & des gels fragiles, les caractéristiques
physico-chimiques de ceux-ci dépendent alors du type d'alginate et du mode d'introduction des
ions divalents.

Outre le calcium, d'autres ions divalents peuvent tre utilisés, I'affinité des alginates pour les
métaux terrestres alcalins étant la suivante :

Mg <« Ca < Sr < Ba

Ainsi, le baryum et le strontium remplissent mieux l'alvéole que le calcium.
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Les figures suivantes présentent le réle d'un cation divalent, le calcium, dans le phénoméne de

gélification des alginates.

Figure 29 : Formation de ponts avec le calcium [b]
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Figure 30 : Mise en place de la structure “ boite &

ceufs " en présence de calcium [b]
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situation 1 : sans calcium.
Les molécules diacide alginique se placent parralellement les unes aux autres

zone a acides ) zone a acides
mannuronigues sane aacides gulronigues mannuronigues
E <~ molécule A

molécule B

i = molécule C

situation 2 ¢ en présence de calcium.
Les zones A acide guluronique se rapprochent et sont souddes par les ions Ca

molécule A

+ Caleium «

—dadesa s Krada ey

= t

R \ )
—i molécule B

‘molécule C

situation 3« en présence de calcium.
Formation del’« egg-hox ». D'autres zones i acide guluronigue viendront s'y souder

“ —  molécule A
+ Calcium « AN A2
'..I -
o + b . 2
= ! e molécule B
~ SamasassERERERE S . o
t

“olécule C

“molécule suivante

situation 4 : structure du gel d'alginate de calcium.
Le réseau d'« egg-boxs » vérouille tout le systéme aqueux en un gel dur irréversible

- epp-hox

— zone
a acicles
mannuronicu

Figure 31 : Rdle des zones d acides guluroniques dans la

structure en "boite a oeufs" [b]
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1.3. SOLUTIONS COLLOIDALES

La stabilité d'une solution colloidale résulte d'un équilibre entre des forces qui tendent a
disperser les molécules de solvant (forces de solvatation, forces de répulsion entre les molécules
de soluté..) et des forces qui tendent a les agglutiner (forces de tension superficielle,

intéractions positives soluté-solvant).

Une solution diluée de polyméres est une solution dans laquelle chaque chaine polymérique occupe
un domaine sphérique propre.

Lorsque la teneur en polymeéres de la solution augmente, on atteint une concentration (c=c*) a
partir de laquelle les pelotes de polyméres commencent a se chevaucher : c'est la concentration

critique.

Les solutions dans lesquelles la teneur est supérieure & cette limite (c>c*) sont appelées solutions
semi-diluées de fagon & les distinguer des solutions concentrées dans lesquelles la densité de

chalne est bien plus élevée.
La figure suivante illustre I'effet de la concentration du polymere sur la structure des solutions

macromoléculaires.

(2) (b) ()

Figure 32 : Illustration de l'effet de la concentration ¢ du polymére sur la structure d'une
solution macromoléculaire : (a) solution diluée (c<c*) ; (b) : début du recouvrement des
pelotes (c&c*); (c) : solution semi-diluée (c>c*)

Les pointillés indiquent les volumes moyens occupés par les molécules individuelles en solution

diluée. [Dickinson, 1992]
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1.3.1. Transition sol-gel
[Kloareg, 1984] [Favre, 2004]
Dans le cas des solutions aqueuses de phycocolloides, I'affinité de ces polysaccharides pour I'eau
est grande.
Les forces d'agglutination sont donc principalement des interactions intermacromoléculaires, de
nature polaire, complexante ou ionique. Si elles ne suffisent pas & compenser les forces et
I'entropie de dispersion, on a affaire a un systéme microdispersé : un sol.
Si, a linverse, elles deviennent prépondérantes, il y a floculation, et méme possible précipitation.
S'il n'y a pas précipitation des particules, on aboutit & la constitution d'un réseau tridimensionnel
de macromolécules qui supporte et retient plusieurs couches de solvant ; c'est le phénoméne de
gélification.
Ce processus progressif correspond a la formation d'un amas de polymere de taille croissante
qui va atteindre finalement celle du récipient ol s'effectue la gélification : c'est le point de gel.
L'ensemble est pris en masse dans un état semi-liquide, semi-solide : le gel.
Une propriété intéressante des sols est leur viscosité, c'est-d-dire leur résistance a I'écoulement
et au cisaillement.
A l'échelle moléculaire, la viscosité mesure l'intensité des forces de frottements qui s'opposent
aux déplacements des molécules du liquide les unes par rapport aux autres lorsqu'on les met en
mouvement.
Le parametre qui caractérise le mieux les gels est, non plus la viscosité, mais la rigidité, qui

mesure leur résistance a la déformation ou a la pénétration.

Cinétique de gélification :
La cinétique de gélification est le plus souvent exprimée au travers du degré d'avancement de la
réaction noté p.

nombre de moles de jonctions

 nombre de moles de groupements fonctionnels au départ

Au point de gélification, pour lequel des variations spectaculaires des propriétés mécaniques sont
observées, la valeur du degré d'avancement est p..
Le temps de gel t4 correspond a la durée a partir de laquelle le module élastique du milieu croft

rapidement et I'emporte sur le module visqueux.
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Divers auteurs, parmi lesquels Flory, ont cherché a exprimer le formalisme de la transition sol-

gel.

Le point de gel est obtenu lorsque la masse molaire du réseau en cours de formation tend vers

l'infini,

Le calcul aboutit a des expressions algébriques sous forme de sommes de termes mettant en jeu
les concentrations des espéces au départ, la fonctionnalité des nceuds de réticulation, ainsi que
des constantes probabilistes.

On obtient alors la valeur du degré d'avancement p pour lequel la masse molaire du réseau tend

vers l'infini.

1.3.2. Pouvoir gélifiant des alginates

[Pérez, 1997]

Si l'on verse dans un verre contenant 100 millilitres d'eau distillée quelques grammes d'alginate de
sodium, on peut, aprés dissolution de l'alginate, retourner le verre sans que l'eau ne s'écoule.

Cette petite expérience démontre clairement I'hydrophilie de l'acide alginique.
Il est soluble sous la forme de sels formés avec des ions monovalents Na*, NH,", K" ainsi que sous
la forme d'alginate propyléne-glycol et dalginate de triéthanolamine.

Il est alors le plus fort des épaississants connus.

En solution, l'alginate n'apporte ni golt, ni odeur, ni couleur : il ne modifie donc pas la solution

dans laquelle il est incorporé. Il en change uniquement la viscosité.

La structure de l'acide alginique lui permet de former & froid des gels durs, irréversibles,

pouvant résister a 400°C.
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1.4. TECHNIQUES DE GELIFICATION

[Desprairies, 2002] [Algorythme, 2001] [Draget et coll., 1997]

On distingue en fait trois techniques :

* Gélification externe ou par diffusion : c'est la technique la plus simple. Elle est mise en ceuvre
a température ambiante.

Une solution d'alginate est versée goutte d goutte dans une solution contenant du calcium libre.
La gélification de lalginate est immédiate a la périphérie de la goutte. Des échanges peuvent
ensuite se produire entre l'intérieur et 'extérieur de la gouttelette.

Quand l'alginate doit jouer le réle de matrice immobilisante, on aura recours d cette technique de
gélification.

Par conséquent, on utilise principalement cette méthode dans la fabrication de billes, films et

fibres ; ce principe est mis a profit pour réaliser des encapsulations d'enzymes ou bactéries.

L'inconvénient de cette méthode est la non uniformité du produit obtenu: la concentration en
alginate décroft de la surface au centre du gel.

Néanmoins, on peut contrdler 'homogénéité : 'homogénéité maximum sera obtenue en utilisant
des alginates de haut poids moléculaire avec de fortes concentrations aussi bien en ions
gélifiants que non-gélifiants ; on peut également améliorer 'homogénéité en ajoutant du chlorure

de sodium (cf. partie expérimentale).

* Gélification interne : dans cette technique, le calcium est présent dans la masse du produit et
réagit avec l'alginate suivant une cinétique contralée.

Elle a lieu, tout comme pour la méthode précédente, a température ambiante.

Pour obtenir un gel d'alginate homogeéne, il convient de piéger le calcium du milieu. Une fois le
calcium piégé, l'alginate peut se dissoudre. Ensuite, un sel de calcium & dissolution lente libére
progressivement le calcium qui peut réagir avec l'alginate pour donner un gel.

La source de calcium est principalement du sulfate dihydraté dans les systémes & pH neutre et
du phosphate dicalcique dans les systemes a pH acide. Dans les systémes acides, c'est le pH acide

qui permet de solubiliser et d'ioniser le calcium.
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La cinétique peut &tre contrdlée en jouant sur la taille des particules et 'abaissement du pH avec
la glucono-3-lactone par exemple.
Dans les sytemes neutres, un séquestrant du calcium est utilisé pour réagir avec celui-ci avant

lalginate. La présence de séquestrant permet d'homogénéiser les solutions avant la gélification.

* Gélification par refroidissement : tous les constituants nécessaires a la gélification (alginate,
source de calcium, séquestrant) sont mélangés a chaud . L'organisation du gel se met en place au
refroidissement. Le gel n'est pas thermoréversible mais il est moins sujet d la synérése que les

gels mis en ceuvre a froid.

1.4.1. Variabilité des gels obtenus
[Colwell et coll., 1984] [Pérez, 1992] [Chapman, 1970] [Mancini et coll., 1999]

Le degré de conversion en alginate de calcium est théoriquement de 100% quand le ratio molaire
entre les ions sodium et calcium est de 0,5. Néanmoins, le gel obtenu va dépendre de nombreux

parametres dont quelques uns sont détaillés ci-dessous.

a. Agents séquestrants

Le faux de gel formé ainsi que la qualité et la texture du gel obtenu peuvent &tre modifiés par
I'addition contrdlée de calcium.

Le systéme gel obtenu peut aussi &tre contrdlé avec des agents séquestrants, ceux-ci réagissent
préférentiellement avec les ions métalliques polyvalents. Les agents séquestrants enlévent une
partie du calcium et cela perturbe [I'équilibre de lalginate. Les plus communs sont les
polyphosphates tels que 'héxamétaphosphate de sodium ou le tripolyphosphate de sodium.

Du point de vue stoechiométrique, une substitution compléte nécessite une quantité de calcium
de 7.2% en poids de lalginate de sodium. Grdce & l'ajout d'agents séquestrants, les gels sont

formés pour 3% de calcium en masse.
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b. Ratio acide mannuronigue/acide guluronigue

Du fait de la possibilité de se disposer en "egg-box", les séquences d'acide guluronique sont plus
réactives que celles d'acide mannuronique. Ainsi, l'acide alginique sera d'autant plus gélifiant que
sa teneur en acide guluronique sera élevée.

Le rapport acide mannuronique/acide guluronique indiquera la qualité du phycocolloide.

Les expériences menées par Mancini et coll. ont permis d'aborder par le biais d'expériences

empiriques cette variabilité.

La capacité de gélification des agents gélifiants est communément mesurée grdace & un parametre
empirique évaluant les propriétés mécaniques : la force de gel. Celui-ci est évalué en soumettant
des gels échantillons & un tests de compression uniaxial et & un test de contrainte de relaxation.

Ces séries d'expériences menées sur des gels contenant des proportions variables de blocs G et
M ont abouti a la conclusion suivante : quelle que soit la concentration, les gels riches en blocs
mannuronate semblent plus souples et plus élastiques que ceux riches en blocs 6 (mesure des

coefficients viscoélastiques adimensionnels Ai et de la contrainte de relaxation initiale 6(0)).

¢. Taux de polymérisation

La viscosité augmente parallélement au taux de polymérisation du polysaccharide mis en ceuvre :
d'une fagon générale, plus la masse moléculaire d'un polymeére est élevée et plus la viscosité sera
élevée pour une méme concentration.

Par exemple, en période de croissance des algues (printemps), les chdines sont relativement

courtes, ce qui améne a 'obtention d'alginates a vicosité modérée.
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2. PROPRIETES DES GELS D’ ALGINATES

2.1. SOLUBILITE
[Desprairies, 2002] [Draget, 2000] [Draget et coll., 2000] [Razzouk, 1998]

Les alginates sont solubles & froid et permettent ainsi dobtenir facilement des solutions
visqueuses. Grdce d sa solubilité dans |'eau, c'est l'alginate de sodium qui est le plus utilisé bien
qu'insoluble dans I'éthanol et les solvants organiques.

Cependant, la solubilité est inversement proportionnelle a la longueur des chdines.

Trois paramétres essentiels déterminent et limitent la solubilité des alginates dans l'eau :

* le pH_du solvant : les constantes de dissociation des monomeres d'acide mannuronique et
guluronique sont respectivement 3.38 et 3.65.

La valeur du pKa du polymére dalginate est assez voisin de ces valeurs mesurées pour les
monomeres.

Une chute brutale du pH va entrdiner la précipitation des molécules d'acide alginique, alors qu'un
ajout progressif de protons va permettre de former un gel d'acide alginique.

On note que pour des valeurs de pH faibles la solubilité dépend des séquences constituant le
polymére, selon l'ordre suivant :

Séquences GG < séquences MM < séquences MG

* la force ionique du milieu: tout changement de la force ionique d'une solution d'alginate a un

effet sur le comportement du polymére, plus particulierement sur le déploiement de la pelote
statistique mais aussi sur la viscosité de la solution. Pour des forces ioniques trés importantes, la

solubilité va également €tre affectée.

* la présence ou non d'ions favorisant la gélification : la dureté de I'eau (reflétant la charge en

ions calcium) a ainsi une grande importance.
En dessous d'une certaine teneur en ions calcium, seuls 1 & 3% des alginates vont étre retrouvés

en solution.
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Dans les milieux riches en calcium libre, la dissolution nécessitera alors la présence d'un agent

complexant.

L'acide alginique et les sels de métaux divalents (alginate de calcium) ou trivalents sont
insolubles, excepté l'alginate de magnésium.

Les alginates de sodium, potassium, ammonium sont solubles a froid.

2.2. VISCOSITE
[Desprairies, 2002] [Colwell et coll., 1984]

On s'intéressera ici plus particulierement & la viscosité des alginates en solution.

Les alginates commercialisés peuvent &tre dissous dans de l'eau chaude ou froide pour obtenir
des solutions dont la viscosité s'étend de quelques centipoises & plusieurs centaines de
centipoises.

La vicosité va dépendre de la concentration du polymére et de sa masse moléculaire : plus celles-
ci augmentent, plus la viscosité croft.

La forme et la rigidité de la macromolécule déterminent également le comportement rhéologique

de la solution obtenue.

Le caractére pseudo-plastique des alginates module également la viscosité : les alginates sont
des macromolécules déformables qui déployées, peuvent en tournant, balayer un volume
important, ce qui conduit & une forte géne a la mobilité.

Lorsque le cisailllement augmente, les molécules se déforment et s'orientent progressivement

dans le sens du cisaillement : la géne & la mobilité se réduit, la viscosité diminue.

De fagon prépondérante, la viscosité de la solution obtenue va dépendre du type d'alginate
utilis€ ; la figure 32 compare les viscosités obtenues avec différents alginates pour des

concentrations identiques en agent gélifiant (les mesures sont effectuées a 25°C).
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Figure 33 : Variations de la viscosité selon le type d'alginate en solution et en

fonction de la concentration de l'agent gélifiant [Colwell et coll., 1984].

2.3. STABILITE

2.3.1. Stabillité des alginates
[Draget, 2000]

Une poudre seche d'alginate de sodium a une durée de conservation de plusieurs mois si elle est
stockée au sec, au frais et a l'abri de la lumiére.
Par contre, un acide alginique sec a une stabilité trés limitée aux températures ordinaires du fait

de l'existence de dégradations catalytiques intramoléculaires.
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Ainsi, la viscosité d'une solution d'un méme alginate peut &tre trés diminuée dans une courte
période du fait de I'existence de phénomenes de dégradation.
De plus, les alginates étant des substances naturelles, beaucoup de microorganismes sont

capables de les digérer.

Pour ce qui est du pH, la dégradation est minimale autour de la neutralité.

Néanmoins, méme autour de la neutralité, la dégradation peut tre observée: la plupart des
algues brunes contiennent des composés phénoliques qui sont extraits en méme temps que
l'alginate. Ceux-ci représentent une contamination dans la plupart des alginates commerciaux.

La dégradation des alginates en solutions peut étre diminuée en réduisant la quantité de phénols
présents : ceci est possible en les rendant insolubles avant extraction par ajout de

formaldéhyde.

2.3.2. Stabilité des solutions et gels
[Desprairies, 2002] [Colwell et coll., 1984] [Robin, 1996]

a. Influence de la température

Les gels d'alginates sont thermoirréversibles.

La viscosité des solutions d'alginate diminue quand la température augmente, mais si la haute
température n'est pas maintenue longtemps, ce phénomene sera réversible.

On observera une dépolymérisation partielle si les solutions sont exposées a une température
excessive ou une température plus modérée pendant une longue période.

Les alginates dépolymérisés ont alors un comportement rhéologique presque Newtonien (tension
de cisaillement proportionnelle a la vitesse de cisaillement ; viscosité constante quel que soit le

cisaillement).
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La figure ci-dessous présente le comportement de trois types dalginates soumis a une élévation

de température :

Wiscosity (ImPass)

"“3-,:;%
| LORYVISCOSITY .,
an / 47;:;,%%

0 M 30 0 A0 )
Tamprakre (°0)

Figure 34 : Influence de la température sur la viscosité

des solutions d'alginate. [b]

b. Influence du pH

Dans le cas de l'acide alginique, la viscosité est indépendante du pH si celui-ci est de 5 a 10, mais
en dessous de 4.5, la viscosité augmente jusqu'd ce que le pH atteigne 3, moment ol l'acide
alginique insoluble va précipiter.

A pH trés basique, l'alginate de sodium forme un gel. L'alginate de propyléne glycol est soluble et

stable entre pH 2 et 3 mais pas au-dessus de pH 6.5.
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La figure suivante nous présente l'influence du pH sur trois types d'alginates : alginate de sodium

a 1,5% et 2% ainsi que sur un alginate de propyléne glycol & 2%.

Viscosité en mPa.s

10,000
1.5% Sodium aiginale
(medium-viscosity)
\
|
1.000 —
2% Sodium alginate
{low-viscosity, low-calcium)
.
/\ 2% Propylene glycol alginate
(low-viscosity)
100
Sodium hydroxide/hydrochloric acid
used for pH adjustment.
10 pH
1 3 5 7 9 1 13

Figure 35 : Influence du pH sur la viscosité des solutions obtenues

[Colwell et coll., 1984]

¢. Evolution temporelle aprés gélification (aging)

[Favre, 2004] [Draget et coll., 2001]

Un gel étant une structure loin de I'équilibre, divers processus peuvent apparditre apres

gélification, induisant des modifications structurelles et/ou fonctionnelles.
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Le mécanisme le plus courant se traduit par une contraction (shrinking), avec pour effet un rejet

de solvant du réseau (de l'ordre du pourcent sur plusieurs semaines).

Ce phénomene, qualifié de synérése, peut traduire la poursuite de la réaction de condensation ou
de réticulation au-dela du point de gélification, ainsi que les réarrangements structuraux
associés.

Cette compacification progressive du réseau dépend fortement des conditions de gélification et
reste difficile & prévoir quantitativement.

Les expériences menées a ce sujet par Draget et coll. ont pu montrer que le phénomene de
synérese dans les gels d'alginate de calcium dépend du poids moléculaire de l'alginate mais aussi
du degré de flexibilité du polymere.

Ainsi, le degré de synéreése est réduit d'un facteur 2 quand le poids moléculaire diminue de 320 a
50 kDa (pour des concentrations identiques en polymere et en calcium).

De méme en augmentant la flexibilité du polymére (par épimérisation des régions poly-
mannuronate en régions alternant les séquences guluronate/mannuronate en utilisant la C5
mannuronan épimérase=AlgE4), on s'est apergu que I'augmentation de la flexibilité des chaines

conduit & un plus haut degré de synérése.

2.4. GONFLEMENT
[Skaugrud, 1995]

En présence d'un exces de solvant, un gel absorbe des molécules de solvant jusqu'a atteindre un
équilibre de gonflement qui est tel que le potentiel chimique du solvant dans la phase gel est égal
a celui du solvant pur.

Le réseau du gel d'alginate contient en partie des segments raides constitués par les blocs G liés
entre eux par des segments flexibles que sont les blocs M et les séquences alternées M-6.

Les propriétés de gonflement du gel reflétent en fait les capacités d'expansion de ces segments
de liaisons.

Un autre facteur important va €tre le gradient osmotique existant entre le gel et le milieu
environnant ; s'il est contrélé, le gel peut jouer le réle de "pompe osmotique".

Ce sont ces effets qui sont mis & profit lorsqu'on utilise les alginates en tant que désintégrant

dans la formulation de comprimés. (partie IV § 2.3)

68



Partie ITI : Gels et solutions colloidales d'alginates

NB : Probléme de stérilisation : [Draget, 2000]

La stérilisation des solutions ou poudres d'alginates provoque presque toujours des phénomenes
de dépolymérisation, diminution de viscosité et méme de diminution de la force de gel.

Les procédés de stérilisation tels que lautoclave, l'oxyde d'éthyléne ou les rayons gamma
provoquent des altérations importantes ; on recommande alors une filtration stérilisante lorsque

celle-ci est nécessaire (immobilisation cellulaire par exemple).

3. CONCLUSION
[Draget, 2000] [Kloareg, 1984]

Les principales propriétés de l'acide alginique sont de permettre :
v d'épaissir trés fortement les solutions aqueuses par ses sels d'ions monovalents tels que Na',

K', Li*, NH;", (CH2-CN-O)3NH" avec des concentrations relativement faibles.

v de produire des gels, soit des gels durs avec des cations bivalents et trivalents (Ca™ Fe*, Al'",

Cu™, Mg™, Ba™, Ni**, Be™, Hg", Sr™), soit des gels souples en milieu acide.

v de donner des films protecteurs ou des filaments par évaporation.

Ainsi, on a vu que la gélification des alginates n'est pas contrélable par une modification de la
température, mais que la triade alginate-calcium-séquestrant permet de moduler de fagon
presque infinie les propriétés du gel ou de la solution visqueuse formés.

Les facteurs les plus importants sont donc la concentration de l'alginate, sa composition chimique,

le ratio ions gélifiants/ions non gélifiants, mais aussi la présence de séquestrants.
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Le schéma suivant illustre l'importance de cette triade dans le phénomeéne de gélification.

a-source

pH
Solubility
Temparature

Alginate Sequestrant

Figure 36 : Paramétres influencant la

viscosité des solutions d'alginate. [b]

De plus, il ne faut pas oublier que les alginates sont des polyélectrolytes ; dans des conditions
favorables, ils peuvent donc établir des interactions électrostatiques avec d'autres polymeéres
chargés (protéines par exemple); il en résulte alors une possible transition de phase ou une

augmentation de la viscosité.

Il apparait donc que les alginates présentent des propriétés viscoélastiques remarquables.

Ces propriétés sont trés variées, parce qu'elles dépendent non seulement des propriétés
intrinséques de la molécule telles que l'ossature covalente, mais aussi de la présence d'ions et
d'autres composés capables d'induire des transitions conformationnelles, qui modifient, souvent

de maniére réversible, la structure des solutions.

La stabilité des alginates dans des limites étendues de pH et de salinité et leur compatibilité

avec de nombreuses molécules organiques ou minérales font que leurs utilisations sont aujourdhui

trés diverses.
Dans la quatriéme partie de ce document qui suit, nous nous intéresserons aux multiples usages

envisageables des alginates, et plus particulierement & leur réle d'excipient dans les formes

pharmaceutiques.
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Partie IV : Les alginates excipients

1. LES ALGINATES : UN PRODUIT OFFICINAL

Les alginates sont utilisés en tant qu'épaississants, gélifiants, stabilisants, réducteurs de
cristaux, protecteurs et homogénéisants.
L'alginate de sodium officinal est un colloide trés stable, utilisé en solution de 1 & 3% comme

épaississant et/ou stabilisant des suspensions.

L'alginate de sodium est employé dans les médicaments pour épaissir ou pour maintenir des
particules en suspension. L'alginate propyléne glycol est utilisé pour stabiliser les suspensions

acides.

1.1. DENOMINATIONS ET REFERENTIELS UTILISES
[Pérez, 19921 [Schmitt, 1986] [c]

L'acide alginique est un produit of ficinal ; il est inscrit a la Pharmacopée Européenne.

L'acide alginique et ses sels ont une dénomination standardisée : chacun de ces additifs posséde

un code permettant de I'identifier dans les formules de fabrication.

Les correspondances of ficielles sont les suivantes :
Acide alginique = E400
Alginate de sodium = E401
Alginate de calcium = E403
Alginate de potassium = £402
Alginate d'ammonium = E404
Alginate propyléne glycol = E405

Les alginates vendus en fant qu'excipients pour spécialités pharmaceutiques sont testés et
certifiés conformes aux monographies de la Pharmacopée Européenne et du National Formulary.

(cf. Annexe 2 : Extraits de la Pharmacopée Européenne)
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1.2. SPECIALITES CONTENANT DES ALGINATES

Dans ce paragraphe, nous citerons exclusivement les produits contenant des alginates utilisés en

tant qu'excipients.

1.2.1 Acide alginique

De nombreuses spécialités (nombreuses formes séches) aujourdhui en contiennent, parmi

lesquelles :

ACTICARBINE cp. FASIGYNE 500 mg cp. PREVISCAN 20 mg cp.
ADREXAN 40 mg cp. HALDOL 1 mg cp. PROPANOLOL RATIO 40 mg cp.
APAROXAL 100 mg cp. HALIVITE 5% créme SPASMAVERINE 40 mg cp.
AVLOCARDYL 40 mg LOGRYX 100 mg cp. TERCIAN 100 MG, 25 mg cp.
CANTABILINE 400 mg cp. LUMIRELAX 0,5 g cp. VASCUNORMYL 200 mg cp.
COMBANTRIN 125 mg cp. MESTACINE 100 mg cp. VERRULY SE-ME THIONINE cp.
DIPIPERON 40 mg cp. PINDIONE 50 mg cp. VOGALENE 15 mg gél.

1.2.2 Alginate de sodium

Les spécialités concernées sont des formes pdteuses, mais également des comprimés a libération

prolongée.

ALOPLASTINE pdte ISOPTINE 240 mg cp. VERAPAMIL GNR 240 mg cp.
ARTHRODONT 1% pdte LYSOFON 0,0125% péte VERAPAMIL MERCK LP 240
CALMIPHASE créme TARKA LP 180 mg/2 mg gél. ET 120 mg cp.

HALIVITE 5% créme VITATHION granulé eff.
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1.2.3 Autres alginates
[d]

Dans ce paragraphe sont regroupés les autres types dalginates utilisés en pharmacie; leur
utilisation est moins répandue que pour l'acide alginique et l'alginate de sodium précédemment

cités.

= Alginate de calcium et sodium : MELLERIL 100 mg cp

= Alginate de triéthanolamine et de sodium : BIAFINE émulsion pour application cutanée
« Alginate de calcium et d'ammonium : LARTAM 250 mg comprimés quadrisécables

= Alginate de magnésium : TOPAAL suspension buvable

» Alginate de propyléne glycol : QUESTRAN 4g poudre orale

2. UTILISATION DES ALGINATES DANS LES FORMES
SECHES
[c]

Les sels dalginates peuvent &tre utilisés seuls ou en association avec d'autres polymeres pour
contrdler la libération de principes actifs dans l'organisme a partir de comprimés a matrice
hydrophile. L'influence du pH sur les sels d'alginate permet de différer la libération des
substances actives. Dans cette application, les alginates en association avec d'autres polyméres
sont utilisés & des concentrations de moins de 20% et entre 20 et 50% lorsqu'ils sont utilisés

seuls.

2.1. COMPRIMES A LIBERATION PROLONGEE

Les propriétés physico-chimiques des alginates en font des excipients de choix dans les
comprimés pour assurer une libération prolongée des principes actifs.

La raison la plus évidente justifiant de cette utilisation est leur capacité a former des
hydrocolloides en milieu aqueux a pH acide. Comme dans 'estomac, cette membrane gonflée fait
alors office de barriere de diffusion diminuant la migration de la susbtance active s'échappant du

comprimé.
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Les études menées par Onsoyen sur la libération contrdlée de comprimés de vérapamil ont permis
d'étudier de maniére plus détaillée le rdle des alginates mis en ceuvre. [Onsoyen, 1995]

Les expériences ont été menées a pH 1,2 (reproduisant les conditions de l'estomac) et a pH 7,5
(conditions de l'intestin gréle).

Du fait des pKa différents des résidus mannuronate et guluronate, les vitesses d'hydratation
dans l'estomac des alginates riches en blocs M et des alginates riches en blocs 6 sont
différentes ; l'effet modulateur sur les comprimés en tant que barriére de diffusion sera donc
différent selon l'alginate utilisé.

A pH acide, les alginates riches en blocs M ne permettent pas une hydratation aussi importante
que les alginates riches en blocs 6. On peut donc dire qu'a pH acide, les comprimés contenant des
alginates riches en résidus mannuronate retiennent presque deux fois plus les principes actifs
que ceux contenant des alginates riches en blocs guluronate.

Pour ce qui est des alginates bactériens, on a pu montrer quils retiennent plus les substances
actives que les alginates algaux pour des comprimés exposés a des conditions similaires a celles

rencontrées dans l'intestin.

2.2. UTILISATION DANS LES SYSTEMES FLOTTANTS

2.2.1. Comprnmeés flottants a faible densité
[Couvreur, 1985]

Un des concepts de réalisation des systémes flottants repose sur leur faible densité par rapport
a celle du suc gastrique. Le comprimé est constitué du mélange homogéne d'un ou plusieurs
principes actifs avec des polymeres hydrophiles. Au contact du suc gastrique, les particules
d'hydrocolloide de la partie externe du comprimé s'hydratent et forment une barriere qui accroit
la dimension du comprimé, tout en maintenant sa forme et en évitant sa désagrégation. Par la
suite, cette couche hydratée se dissout lentement, libérant ainsi les substances
pharmacologiquement actives.

Les alginates font partie des hydrocolloides pouvant &tre utilisés dans la préparation de ces
systemes flottants.

On notera que les hydrocolloides constituent 20 & 75 % de la préparation selon les cas.

75



Partie IV : Les alginates excipients

La flottabilité de ces comprimés résulte de la combinaison de deux phénoménes : I'augmentation
de volume lors du contact avec le milieu de I'estomac et le volume poreux maintenu au sein du

comprimé non hydraté, dépendant partiellement de la force de compression,

Les schémas suivants présentent simplement le mécanisme d'action d'un comprimé gastrique

flottant (a) et d'un comprimé bicouche flottant (b):

couche a libération immediate

—————————— _ couche a libéralion prolongée
T =— hydrocollotdes {(20-75%) =
{hydsocolloides)
l suc gasirique l suc gastrique
]

e barriere gélitiée barriére gélifice

B
i
i

- couche & libération prolongée

{a) Comprimé intragastrique flottant (b) Comprimé bicouche flottant

Figure 37 : Mécanisme de libération prolongée d'un comprimé intragastrique

flottant (a) et d'un comprimé bicouche flottant (b) [Couvreur, 1985].

2.2.2 Capsules flottantes d faible densité

Les auteurs qui ont développé les comprimés flottants ont également breveté ce principe pour les
gélules. L'approche de Stockwell et coll. décrit une flottabilité due & un dégagement de CO,.

La libération du contenu de la gélule est contrdlée par formation de bulles de dioxyde de carbone
dans un hydrogel : I'hydrocolloide utilisé est l'alginate de sodium qui se gélifie dans le milieu acide

de I'estomac, en présence de calcium.

Apreés dissolution de l'enveloppe de gélatine, il y a hydratation et gélification de l'alginate, ainsi
que réticulation par le calcium (présence de phosphate de calcium dans la formule). Le
bicarbonate de sodium (également dans la formule) en contact avec le suc gastrique, crée un
dégagement effervescent de CO,, dont les bulles restent piégées dans le réseau gélifié, ce qui

aboutit & une capsule flottante.
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Dans une phase initiale, une fraction du principe actif est libérée rapidement, puis un contrdle

s'instaure des la gélification. Aprés 7 heures, le gel est encore rigide.

Le diagramme ci-dessous présente la cinétique de libération de la chlorphéniramine a partir de

systemes gélifiés contenant de l'alginate de sodium en proportions différentes.

100} o o

T }J/ﬁ/ﬂ"é i
90}- {/ / /{/ /{/
80}~ }/ { f//{"/ i % alginate de sodium
ok ﬁ/ {/ 5 /i/ 0109 %
) / ; A A163 %
2 e 5 32,6 %
| / ' 1435 %
5 / ; * 65,2 %

temps (h)

Figure 38 : Cinétique de libération de chlorphéniramine a partir de systémes gélifiés

renfermant différents pourcentages d'alginate de sodium. [Couvreur, 1985]

2.3. AGENT DESINTEGRANT

[Schmitt, 1986] [Ansel et coll., 1999] [c]

L'acide alginique est insoluble dans I'eau, mais il s'hydrate considérablement, jusqu'a cent fois son
volume initial. Cette propriété en fait un agent désintégrant dans les comprimés, c'est-a-dire qu'il
permet de casser une masse solide (le comprimé) en particules plus petites et plus faciles a
disperser ou dissoudre.

Il est plus cher que les agents traditionnels comme I'amidon mais il est plus efficace et son coit
par rapport & celui du comprimé est négligeable car il en faut trés peu, beaucoup moins que
I'amidon.

L'alginate de sodium posséde également ces propriétés.
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L'agent désintégrant est ajouté pendant la phase de granulation. L'acide alginique est tout aussi
efficace en compression directe que lors d'une granulation humide.

L'acide alginique est efficace a des concentrations de 2% et plus; des concentrations de 10%
sont utilisées dans la formulation de comprimés effervescents.

Les alginates permettent ainsi une mise en suspension ou une dissolution du principe actif

améliorant ainsi la biodisponibilité pour 'organisme.

2.4. AGENT LIANT
[Ansel et coll., 1999]

L'acide alginique est utilisé en tant qu'agent liant dans les comprimés: c'est-a-dire qu'il est
capable d'induire l'agrégation des particules de poudres lors de la phase de granulation.

En facilitant la cohésion des particules entre elles, ces adjuvants permettent de diminuer la
force de compression & appliquer & une poudre pour obtenir un comprimé de dureté suffisante
pour résister aux autres opérations de la fabrication, du conditionnement, du transport et du
stockage. De plus, la réduction de la force de compression réduit le femps de délitement. L'acide
alginique est mélangé & I'eau pour obtenir un gonflement maximum puis est incorporé aux autres
composants pour les lier; dans le cas de principes actifs instables en milieu aqueux, on

incorporera ['acide alginique & sec.

3. UTILISATION DES ALGINATES DANS LES FORMES
LIQUIDES ET PATEUSES

3.1. EXCIPIENTS EPAISSISSANTS ET STABILISANTS
[Ansel et coll., 1999] [Schmitt, 1986] [c]

L'acide alginique et l'alginate de sodium peuvent &tre utilisés pour augmenter la viscosité : ils
permettent ainsi de changer la consistance d'une préparation en la rendant plus résistante a
I'écoulement ; on peut également les inclure a des suspensions afin d'en limiter les phénomeénes de
sédimentation, a des solutions ophtalmiques pour augmenter le temps de contact ou & des cremes

topiques afin de les épaissir.
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Les alginates solubles peuvent tre utilisés pour les préparations destinées d& l'usage externe : ils
permettent d'épaissir les pommades, gelées et glycérolés. Ils présentent lavantage d'offrir un
large éventail de consistance et d'étre intégralement absorbés par |'épiderme.

Les propriétés d'étalement sont bonnhes, mais les nombreuses incompatibilités limitent leur
utilisation en thérapeutique.

Les meilleurs résultats en tant qu'agent épaississant ou stabilisant de suspensions sont obtenus
pour des concentrations de 0,3 4 2% ;

Les alginates propyléne glycols sont des stabilisants et émulsifiants convenables pour des
systemes & pH bas : des concentrations de 0,25 & 2% permettent alors d'obtenir des émulsions
et suspensions stables.

Les solutions d'alginates ont un excellent pouvoir lubrifiant, ce qui explique leur utilisation dans la
formulation de gels pharmaceutiques. En général, des concentrations en alginate de sodium de 2 a
5% et en ions calcium de 0,02 & 0,05% permettent d'obtenir des formules stables qui s'étalent

facilement.

3.2. APPLICATIONS EN THERAPEUTIQUE ET EN
COSMETOLOGIE
[Mautrait, Raoult, 1997]

A titre dexemple de lutilisation dalginate de sodium, la formule d'une préparation
magistrale utilisée en tant que base pour les gels cosmétiques et médicamenteux est détaillée ci-

apres :

Gel a l'alginate de sodium :

Formule :

Alginate de sodium 5.0g
Glycérine 5,09
Benzoate de sodium 1,09
Eau purifiée 89,0g

Mode opératoire : & froid, au mortier, en évitant les grumeaux.
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Caractéristiques :

-anionique

-incompatibilité avec les acides forts, les alcools de plus de 30%, les sels de métaux lourds, les
sels de calcium, les cationiques.

-compatibilité : avec l'ichtyol par exemple

Les alginates entrent également dans la formule de différents dentifrices : [d]
- ARTHRODONT® 1% pate gingivo-dentaire

- LYSOFON® 0,0125% pate dentifrice

- HOMEODENT® pate dentifrice

3.3. INSERTS POUR LE TRAITEMENT DE LA SECHERESSE
OCULAIRE

Il a été démontré que 30% de la population souffre de sécheresse oculaire. Chez les personnes
présentant ce syndrome, des études menées sur la composition du liquide lacrymal ont montré
des taux d'EGF (Epidermal Growth Factor) inférieurs & ceux rencontrés chez les individus sains.
On a donc cherché & développer un systeme substitutif permettant datteindre des
concentrations physiologiques pendant plusieurs heures.

Les expériences menées a ce sujet par Koelwel et coll. envisagent I'utilisation d'inserts matriciels
délivrant la substance active de fagon prolongée au niveau du cul-de-sac conjonctival.

[Koelwel et coll., 2002]

Différents types d'alginates ont pour cela été utilisés.

Du point de vue de la biocompatibilité, il semble qu'aucun des individus traités n'‘a manifesté
d'irritation de la cornée ou de la conjonctive ni méme d'effet secondaire.

De plus, la faible perte de poids mesurée sur les implants suggére que ceux-ci restent stables

pendant toute la durée d'application.

Ainsi, les résultats de biocompatibilité obtenus sur des volontaires sains sont trés prometteurs

mais n'ont actuellement abouti a la mise sur le marché d'aucune spécialité pharmaceutique.
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4. ALGINATES ET ENCAPSULATION
[Bowersock, Hogenesch, 1997] [Bowersock et coll., 1996] [Sun, 1993]

Depuis une dizaine d'années, on envisage l'utilisation de I'encapsulation dans de nombreuses
applications : encapsulation de cellules modifiées ou non, d'oligonucléotides, de principes actifs
dont on veut contréler la libération.

On a méme réalisé, sur des souris, des essais de vaccination par voie orale en administrant des
microcapsules d'alginate de sodium renfermant des antigenes.

L'encapsulation cellulaire permet d'envisager le traitement de nombreuses déficiences
(enzymatiques, hormonales ou métaboliques) sans avoir recours 4 un traitement
immunosuppresseur ; le but est en effet de minimiser les risques de rejet.

En modifiant les cellules, on peut par exemple assurer la synthése d'anticorps monoclonaux au

sein d'un systéme clos : la capsule.

Les conditions de gélification des alginates étant trés douces, c'est-a-dire qu'il n'est pas
nécessaire d'avoir recours a des solvants ou a des hautes températures, cela permet d'utiliser les
gels d'alginate pour encapsuler tous types d'antigénes sans risquer de dénaturer les épitopes. Il
en est de méme pour les fragments d' ADN et les principes actifs médicamenteux fragiles. Ceci
permet donc d'envisager de nombreuses applications médicales dont nous expliciterons quelques
exemples dans la suite de ce document. (§ 4.2. et 4.3.)

L'alginate de sodium utilisé en tant qu'agent encapsulant requiert des concentrations de 1 & 3%

dans la solution.

4.1. LES PROCEDES D’ENCAPSULATION

4.1.1. Description des procédés
[Algorythme, 2002] [Lévy, Poncelet, 1994] [Finch, 1993] [King, 1995]

La fragilité des composés biologiques a fortement restreint les techniques d'encapsulation

utilisables.
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Pour comprendre facilement ces techniques, il est intéressant de diviser la fabrication des
capsules en deux étapes. La premiére consiste a disperser en fines gouttelettes la préparation a
encapsuler.

Dans une deuxiéme étape, on réalise 'encapsulation proprement dite, c'est-a-dire que les gouttes
seront enfermées dans une membrane ou solidifiées par gélification.

La premiére étape est mise en ceuvre par extrusion ou émulsification. Le choix de I'une ou l'autre
des approches est conditionné par les objectifs de productivité et de caractéristiques des billes
(taille et dispersion de taille).

L'extrusion consiste a faire tomber goutte & goutte la solution (ou la suspension) a encapsuler
dans un bain, o0l est réalisée la gélification des gouttes ou la formation d'une membrane autour de
ces gouttes,

Les microcapsules formées par simple extrusion sont sphériques et de taille homogéne de l'ordre
de 2 a 3 mm. On peut réduire la taille des gouttes jusqu'a quelques micrometres par application
d'une force additionnelle a la gravité. Les trois méthodes les plus courantes sont |'entrainement
de la goutte par un flux coaxial d'air, I'application d'une force électrostatique sur la goutte et la
rupture d'un jet liquide par une vibration. La méthode du goutte d goutte a aussi été modifiée
pour permettre une coextrusion de la solution & encapsuler et d'une solution polymére devant
former la membrane de la microcapsule.

Historiquement, la polymérisation interfaciale fut la premiére méthode proposée pour
I'encapsulation de composés biologiques.

Une solution contenant le matériel a encapsuler, est dispersée dans une phase organique &
laquelle on ajoute un dichlorure d'acide, liposoluble.

Ces deux composés réagissent a l'interface pour former une membrane autour de chacune des
gouttes de phase aqueuse.

Aprés filtration et lavage, on récolte des microcapsules sphériques & membrane semi-perméable,
résistante et trés fine (200 nm).

A l'origine, la formation de ce type de membrane se réalisait & pH trés basique en présence de
solvant comme le chloroforme. L'adaptation & des applications biotechnologiques a été nécessaire

de fagon a travailler a des valeurs de pH plus faibles (% 8).
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C'est ainsi que la diamine a été remplacée par un polysaccharide, et la réticulation interfaciale
des polyméres donne des microcapsules particulierement intéressantes puisque leur
biodégradabilité peut €tre modulée pour libérer leur matériel a différents niveaux du tube

digestif.

Les conditions de fabrication sont aussi adaptables ce qui permet par exemple une production

proche de la neutralité : ce procédé est exploité avec succés en cosmétologie (Collaspheres®).

Au-dessus d' un millimetre, I'extrusion en régime vibratoire est la technique industrielle de choix.
Entre 500 et 1000 um, I'extrusion est favorisée pour des productions réduites et I'émulsification
pour des volumes plus importants. En dessous de 500 pm, I'émulsification est la technique

incontournable.

Les caractéristiques des billes produites dépendent non seulement de la technologie mise en

ceuvre mais également de l'alginate utilisé.

Selon la taille des particules obtenues, on utilisera différentes dénominations :
= Macrocapsules pour des diametres supérieurs @ 5000 ym
= Microcapsules pour des tailles de 0,1 @ 5000 ym

= Nanocapsules pour des diamétres inférieurs a 0,1 ym

Pour produire des billes avec reproductibilité, il est nécessaire d'utiliser des alginates présentant
les spécifications suivantes :

- contenir environ 70% de sels d'acide guluronique

- contenir des blocs d'acide guluronique de degré de polymérisation moyen supérieur & 15

- avoir une masse moléculaire supérieure a 240 000,

Pour des applications biomédicales, il existe des alginates ultrapurs qui sont de plus stériles et

apyrogenes.
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4.1.2, Production industrielle de billes d’alginates
[Lévy, Poncelet, 1994]

L'équipe de Neufeld et Poncelet a proposé une méthode basée sur la dispersion d'une solution
d'alginate contenant un composé insoluble de carbonate de calcium dans une huile végétale.

La gélification est provoquée par addition dacide acétique d [I'émulsion. La méthode est
facilement extrapolable a I'échelle industrielle méme pour des billes de petite taille. La chute de
pH associée au procédé (de 8 a 6,5 dans les conditions optimales) peut néanmoins constituer une
limite pour certains types de cellules.

La majorité des hydrogels est d'origine naturelle. Ils posent le probléme de reproductibilité des
lots et de la présence de composants mineurs pouvant avoir des effets négatifs, surtout pour les
applications médicales. Le succés de nombreuses applications des microcapsules dépend donc du

bon contréle des propriétés et de la pureté du matériel de base.

4.2. ENCAPSULATION D’ACTIFS

[Couvreur, 1985]

L'association d'une molécule active & un vecteur de médicaments permet d'envisager une
réduction du champ d'activité au site choisi. Elle permettrait de corriger le profil de distribution
tissulaire et de laffranchir des propriétés physico-chimiques de la molécule qui régissent

généralement la répartition entre les divers organes.

Les molécules médicamenteuses peuvent €tre inactivées avant d'atteindre le site d'action. Leur
protection peut s'effectuer par le recours & des particules ou vésicules microdispersées

susceptibles de prévenir la dégradation du principe actif.

Les vecteurs de médicaments doivent €tre sélectionnés en fonction de leur aptitude & établir un
lien suffisamment stable avec le médicament, afin d'éviter une libération prématurée. La liaison
doit toutefois étre réversible au niveau du site d'action afin de permettre la libération. Les
vecteurs utilisés doivent donc étre également biodégradables et ne doivent pas induire la

formation de métabolites toxiques.
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De plus, une bonne tolérance par voie intravasculaire va impliquer des formulations ultrafines, la
taille des éléments dispersés ne pouvant €tre supérieure au micron.
Les nanocapsules ou nanoparticules & base de polyméres présentent 'avantage d'étre plus stables

que les liposomes et leur préparation industrielle est plus simple.

L'encapsulation de molécules actives permet d'envisager plusieurs avantages dont les principaux
sont : .
£
- une meilleure spécificité d'action
- une pénétration intracellulaire accrue

- une protection éventuelle contre une inactivation prématurée de la molécule active.

4.3. ENCAPSULATION DE CELLULES
[Lévy, Poncelet, 1994] [Whateley, 1996]

La premiére tentative d'encapsulation de cellules vivantes fut réalisée en 1966 : la technique
consistait en une réticulation in situ d'un gel de polyacrylamide. Mais la présence de monoméres
résiduels conduisait & une foxicité non négligeable. En 1977, la découverte d'une technique de
formation de billes d'alginate permet de débuter réellement I'encapsulation de cellules vivantes.

Les billes sont simplement produites en laissant tomber goutte & goutte une solution d'alginate
dans une solution de chlorure de calcium, & température ambiante, pH et osmolarité

physiologiques.

Mais les billes préparées ont deux inconvénients :

-faible productivité de la méthode d'extrusion et contréle complexe pour les petites tailles de
billes.

-reliquéfaction des billes en présence d'ions complexant le calcium tels que les phosphates.

La transplantation de cellules de mammiféres encapsulées dans des membranes biocompatibles et
semi-perméables a un grand potentiel pour le traitement de maladies nécessitant la suppléance

en enzymes ou le remplacement de certaines cellules déficientes.
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4.3.1. Transplantation d’iléts de Langerhans encapsulés

[Draget, 2000] [Sun, 1993] [Thu et coll., 1996]

Malgré l'intérét du traitement du diabéte par des injections d'insuline, des morts prématurées de
patients diabétiques dues aux complications chroniques de la maladie sont constatées. Depuis une
vingtaine d'années, différents systémes destinés d l'administration contrdlée d'insuline aux
diabétiques ont été décrits dans la littérature.

L'intérét considérable que présenterait un "pancréas bioartificiel implantable" délivrant de
linsuline & la demande est clairement compris. Le principe est basé sur lisolation et la
purification de cellules pancréatiques endocrines et leur encapsulation dans des systémes

assurant la diffusion par le biais d'une membrane semi-perméable.

Chez le singe, on a pu contourner la réponse immunologique grdce & I'encapsulation d'ilots de
Langerhans dans des capsules semi-perméables et biocompatibles d'alginate-polylysine.

Les ilots encapsulés sont d'origine porcine ; on peut ainsi suivre le taux de peptide C porcin chez
le receveur.

Chagque capsule contient un ilot et a un diamétre de 0,25 4 0,35 millimétres.

On a pu ainsi montrer l'importance de la taille des capsules dans la cinétique de libération de
linsuline : des capsules de petite taille permettent d'augmenter la viabilité des cellules (accés
plus facile a 'oxygéne et aux nutriments), la rapidité de réponse aux fluctuations de la glycémie,
mais également de les rendre moins susceptibles aux dégradations.

La transplantation intrapéritonéale des ilots a pour conséquences la normalisation de la glycémie,
une cétonurie négative chez le primate, et cela sans apport exogéne d'insuline et sans traitement
immunosuppresseur.

Cette normalisation a duré pendant plus de 300 jours aprés la transplantation.

Toutefois, la capture des capsules d'alginates par les phagocytes et les fibroblastes a été

constatée.

Deux problémes limitent aujourd'hui I'¢tude clinique sur 'homme :

- le choix de l'origine des ilots transplantés

- les problémes liés au systéme immunitaire (§ 4.4.1.)

Néanmoins, la microencapsulation et la transplantation d'iléts pancréatiques semblent une

approche prometteuse dans le cadre du traitement du diabéte de type I et de ses conséquences.
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4.3.2. Microencapsulation d’hépatocytes

[Sun, 1993]

Les thérapies habituellement utilisées pour le traitement des hépatites fulminantes n'obtiennent
qu'un taux de survie de 10 & 20 %. De méme dans ce cas, une greffe hépatique ne méne qu'a 50 %

de rémission.

Les études menées par Sun et coll. se sont orientées vers l'utilisation d'hépatocytes encapsulés
en tant qu'organe artificiel dans le traitement des hépatites fulminantes.

Les cellules hépatiques ont été encapsulées dans des membranes d'alginate-polylysine. Les
hépatocytes transplantés ont été obtenus & partir de cultures réalisées sur des foies de rats

sains.

On a réalisé une transplantation intrapéritonéale sur des rats chez qui on a induit une hépatite
fulminante.

Par rapport au groupe témoin n'ayant regu que des capsules vides, on constate chez le groupe
ayant recu les cellules encapsulées une amélioration marquée des taux de survie & 7 et 14 jours.
Chez ce méme groupe, on observe une régénération progressive du foie.

Les résultats de cette étude suggérent que des allogreffes dhépatocytes encapsulés
permettraient de suppléer un foie dont le fonctionnement est altéré par des toxines, des

médicaments ou des maladies aiglies.

4.3.3. Microencapsulation de cellules recombinantes

[Sun, 1993] [Whateley, 1996]

Dans le traitement des maladies endocrines, métaboliques et génétiques, la cause est trés
souvent l'absence ou le dysfonctionnement d'un géne.
On veut alors apporter d la cellule le géne déficient, mais on se heurte alors jusqu'ici & des

phénomenes de rejet par le systéme immunitaire.
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Ainsi, on a envisagé de réintroduire des cellules génétiquement modifiées (apres une manipulation
in vitro) chez e donneur lui-méme.

On a encapsulé les cellules génétiguement modifiées dans des membranes d'alginate-poly-L-lysine.
Cela a permis d'éviter les processus de rejet et d'assurer une libération enfretenue du géne

recombinant aprés transplantation.

Des études menées sur la souris ont été réalisées : on a transformé des fibroblastes de souris en
leur transfectant le gene de 'hormone de croissance humaine. Les fibroblastes modifiés ont été
encapsulés dans une membrane daginate-poly-L-lysine puis transplantés chez les souris
receveuses.

On a pu constater que les souris ayant regu le géne humain présentaient des niveaux détectables
de I'hormone humaine dans leur sérum pendant plus de 100 jours.

Cette étude chez l'animal a ainsi permis de montrer qu'il est possible de produire a long terme la
protéine recombinante faisant défaut.

L'avantage de ce systeme est la facilité avec laquelle on peut moduler la quantité de protéine

délivrée dans l'organisme en modifiant le nombre de capsules utilisées pour la transplantation.

Ce type de systeme semble tres utile dans le traitement de nombreuses maladies ot la libération

continue d'une protéine manquante est nécessaire : maladies endocrines, métaboliques...

De méme, une autre application de lencapsulation cellulaire est la production d'anticorps
monoclonaux. Les cellules dhydridomes, produisant les anticorps monoclonaux, sont intégrées
dans des microcapsules : les nutriments et l'oxygéne nécessaires sont mis a disposition et
peuvent entrer par le biais d'une membrane semi-perméable. Les anticorps monoclonaux
synthétisés par les cellules encapsulées restent a l'intérieur des microcapsules dans lesquelles ils
s'accumulent d une concentration plus grande que celle obtenue sans encapsulation. Pour
récupérer les anticorps, les microcapsules sont extraites du milieu de culture et détruites.

A I'heure actuelle, les anticorps monoclonaux sont utilisés dans le traitement de maladies telles
que la polyarthrite rhumatoide, la maladie de Crohn (infliximab REMICADE®), les lymphomes
(rituximab MABTHERA®) et les phases digiies d'infarctus du myocarde (abciximab REOPRO®).
Compte-tenu du colit élevé de ces traitements diis notamment aux faibles rendements obtenus,
on voit ici tout l'intérét de développer des procédés, tels que la microencapsulation, permettant

d'améliorer ces rendements.
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4.3.4. Microencapsulation de cellules de la parathyroide

[Sun, 1993]

On a longtemps envisagé des greffes de parathyroides visant a prévenir les hypocalcémies a long
terme chez les patients ayant subit une parathyroidectomie secondaire a un adénome ou une
hyperplasie.

L'obstacle majeur rencontré dans la transplantation tissulaire est toujours le probléme de rejet
par le systéme immunitaire.

Encouragés par le succes de la transplantation d'il6ts de Langerhans, Sun et coll. ont envisagé de
la méme fagon I'encapsulation de cellules de parathyroide.

Les cellules ont donc été encapsulées dans des membranes d'alginate-polylysine qu'on a ensuite
injectées par voie intrapéritonéale chez des rats ayant subi une parathyroidectomie.

Trois jours aprés la transplantation, les concentrations en calcium et en hormone parathyroide
(PTH) dans le sérum avaient augmenté jusqu'd des valeurs quasi-normales chez le rat receveur.
Cette étude a permis de montrer |'utilité des capsules semi-perméables dans les systémes de

libération d'hormones d long terme.

D'autres études faisant appel aux alginates pour I'encapsulation ont également été menées,
notamment dans le cadre de la recherche d'un traitement de la maladie de Parkinson, mais

également dans les dysfonctionnements des glandes surrénales.
Malgré les problemes qui restent encore hon résolus aujourdhui, ces techniques de

microencapsulation, et notamment I'encapsulation des ilots de Langerhans, semblent présager

d'un avenir prometteur,
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4.4. AVANTAGES ET INCONVENIENTS DES ALGINATES EN
ENCAPSULATION

4.4.1. Réaction du systéme immunitaire
[Hardikar et coll., 1999] [Skaugrud, 1995] [Draget et coll., 1997]

Quelle que soit la voie d'administration, I'administration de microcapsules & base dalginate se
heurte aux réactions du systéme immunitaire.

On a pu montrer que l'induction du TNF (Tumor Necrosis Factor) et de l'interleukine 1, tous deux
cytokines a activité pro-inflammatoire, semble dépendre du contenu en mannuronate dans
I'échantillon d'alginate. Les fragments riches en mannuronate, n'étant pas impliqués dans la
formation du réseau du gel, déclenchent la réponse immunitaire. Ainsi, on a montré que les

alginates polymannuroniques stimulent la production de certaines cytokines (IL-1, IL-6, TNF)

alors que les alginates riches en unités guluroniques semblent inhiber cette stimulation.

TNF (pg/ml)

100000
10000 |
1000 |;

100 §

CONTROL 18%M  26%M BO%M  88%M  100%M
82%G  75%G  20% G  14% 4

b 100 pg/m} ———=i 10 pg/mi

Figure 39 : Production de TNF (Tumour Necrosis Factor) en réponse a des alginates

contenant différentes proportions d'acides mannuroniques. [Draget et coll., 1997]

Les recherches menées par Bowersock et Hogenesch ont permis de montrer que la capture des

microparticules par les plaques de Peyer dépend de I'hydrophobicité des microparticules.
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Pour augmenter I'hydrophobicité et ainsi stabiliser les microsphéres dans le milieu acide de
I'estomac, ils ont donc proposé d'enrober les microparticules avec la poly(L-lysine).

De méme, les expériences menées par Hardikar et coll. sur des souris chez qui on a transplanté
des ilots de Langerhans encapsulés dans des microbilles constituées d'une matrice alginate-
chitosane, ont montré l'intérét d'une telle association pour contrer un éventuel rejet par le

systéme immunitaire. Le chitosane a un effet inhibiteur sur la croissance des fibroblastes.

Aujourd'hui, pour prévenir les risques de rejet par le systéme immunitaire, sont commercialisés
des alginates "ultrapurs" dont le rapport M/G a été spécifié pour maximiser la biocompatibilité ;
ces alginates subissent une filtration stérilisante (0,22 pm) et garantissent un faible taux

d'endotoxines.

4.4.2. Cytotoxicité
[Aynié et coll., 1997]

Jusqu'ici, lorqu'on souhaitait vectoriser des oligonucléotides antisens dans des nanoparticules, on
se heurtait trés fréquemment & un probleme de cytotoxicité des agents encapsulants : c'est le
cas lorsqu'on utilise le polyisohexylcyanoacrylate (PIHCA) et un ammonium quaternaire en tant

que surfactant cationique.

En revanche, des nanoparticules d'alginate réalisées en stabilisant les particules d'alginate de
calcium par la poly(L-lysine) semblent &tre moins cytotoxiques.
De plus, ces systémes of frent une plus grande capacité de charge en oligonucléotides (20 umol/g

contre seulement 5 pymol/g pour le systéme précédemment décrit).
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4.5. PERSPECTIVES

Aujourd'hui, les connaissances acquises en matiére de gels d'alginates sur les phénomeénes de
gonflement et leur cinétique, ainsi que sur leurs propriétés mécaniques et physico-chimiques
permettent d'entrevoir la possibilité d'élaborer des "alginates sur mesure". Il semble en effet
qu'une mditrise parfaite des propriétés du gel utilisé va permettre d'envisager la reproductibilité

des systémes de libération contrdlée et des effets thérapeutiques consécutifs & leur utilisation.

On considere maintenant de plus en plus les alginates comme des polyméres hémi-synthétiques
dont on peut contréler les qualités lors du procédé d'extraction: c'est trés certainement la
principale raison pour laquelle les alginates (mais aussi d'autres biopolyméres) suscitent un

intérét grandissant dans les domaines médicaux et pharmaceutiques,
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Partie V : Etudes expérimentales ~ Réticulation chimique de gels d'alginate

Les travaux de recherche présentés dans cette derniére partie ont pour objet la réticulation
chimique de gels d'alginate. L'agent réticulant retenu est une molécule bivalente (diamine) qui
présente l'intérét de pouvoir envisager un dosage permettant d'évaluer le taux de jonction dans
le gel. Les mises au point du protocole de réticulation et de la méthode de dosage, ainsi que les
phénomeénes de partage dans ces gels ont été abordés. On a également cherché & comparer les
propriétés des gels obtenus avec des gels réticulés par le calcium.

Ce ftravail s'inscrit dans le cadre d'une thése portant sur I'éfude et la modélisation des

phénomeénes de diffusion dans les gels d'alginate.

1. MATERIELS ET METHODES
1.1. LES PRODUITS DE DEPART

1.1.1. L'aiginate

L'alginate de sodium utilisé lors des différentes expériences a été fourni par la société STGMA®
(Alginic acid, Sodium Salt, Medium Viscosity). Cet alginate est issu de lalgue Macrocystis
pyrifera et appartient au lot 111KO005. Une analyse par chromatographie d'exclusion stérique
couplée a la diffusion de lumiére aux petits angles fournit des masses molaires moyennes de
300 000 g/mol.

Le pourcentage d'humidité de cette poudre d'alginate de sodium a été évalué @ 9 % en masse

environ (au début de notre étude expérimentale).

a. Caractérisation structurale par dichroisme circulaire

[Morris et coll., 1980] [Rastello, 2002]

Le dichroisme circulaire est une méthode d'analyse spectrophotométrique qui combine le
phénomeéne de polarimétrie et celui de labsorption de la lumiére par la matiére permettant ainsi

la visualisation de la dissymétrie d'une molécule en solution.

Une onde lumineuse monochromatique a polarisation rectiligne est la résultante d'une onde
lumineuse a polarisation circulaire droite et d'une onde lumineuse d polarisation circulaire gauche,
Lorsqu'un milieu est optiquement actif, son indice de réfraction est différent suivant qu'il est

traversé par des lumiéres polarisées droite et gauche (nD et nG).
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En d'autres termes, dans un milieu optiquement actif, le rayonnement circulairement polarisé &
droite se déplace & une vitesse différente de celui polarisé a gauche, étant donné que l'indice de
réfraction traduit la vitesse de la lumiére dans un milieu. Ce phénomene, appelé biréfringence
circulaire est utilisé en dichroisme circulaire ot la solution contenant la molécule & étudier est

éclairée par une lumiére polarisée.

Le dichroisme circulaire utilise également une caractéristique des molécules dissymétriques,
optiqguement actives: leur absorption différente des deux composantes droite et gauche du
faisceau lumineux.

La résultante de ces deux phénomenes de biréfringence circulaire et d'adsorption différente
conduit & un faisceau émergeant non plus polarisé circulairement mais elliptiquement pour lequel
Iellipticité va dépendre a la fois: des coefficients d'extinction moléculaire pour les lumiéres
polarisées a la longueur d'onde A, de la concentration C et de la longueur du chemin optique L.

Le dichroisme circulaire peut tre utilisé pour caractériser la structure chimique de l'alginate. En
effet, les trois types de blocs présents ont des spectres dichroiques différents : le spectre du
poly-L-guluronate est entierement négatif, celui du poly-D-mannuronate est positif et celui des
zones alternées est intermédiaire mais non équivalent & celui d'un mélange équimolaire des deux
types de blocs précédents.

La méthode proposée par Morris et coll. permet alors d'interpréter les spectres des alginates en
terme de rapport M/G. Cette méthode consiste a mesurer le rapport des hauteurs p et t, p
correspondant au pic positif relatif et t au pic négatif. Les courbes de corrélation proposées par

ces mémes auteurs relient le rapport M/G au rapport p/t.

La figure 40 présentée page suivante donne le spectre de dichroisme circulaire de lalginate
utilisé dans le cadre de notre étude.

Dans le cas présent, nous avons montré par dichroisme circulaire que le rapport M/G de l'alginate
utilisé au cours de cette étude est égal a 1,45 (p/1=0,72).

D'aprés les courbes de corrélation (cf. figure 41), l'alginate de sodium utilisé contient environ

59 % de résidus B-D-mannuronate et 41 % de résidus a-L-guluronate.

Ces pourcentages sont conformes a ceux habituellement mesurés pour des alginates ayant pour

origine Macrocystis pyrifera.
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Figure 40 : Spectre de dichroisme circulaire de l'alginate de sodium

utilisé pour notre étude.

La figure suivante donnant les courbes de corrélation nous a permis de caractériser le lot

d'alginate de sodium utilisé dans nos études expérimentales.
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Figure 41: Courbes de corrélation entre le rapport M/G des dérivés mannuronate et guluronate

d'un échantillon d'alginate de sodium et le rapport des intensités p/t. [Morris et coll., 1980]
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b. Caractérisation structurale par hydrolyse
[Bouffar-Roupe, 1989]

La part des différents types de blocs G et M a également été déterminée par

hydrolyse enzymatique partielle réalisée au CERMAV (Centre de Recherches sur les
Macromolécules Végétales) a Grenoble. Cette méthode permet d'avoir une information sur la
longueur des blocs mannuronique et guluronique ainsi que sur la structure des zones alternées.
Deux types de lyase sont utilisées : une lyase spécifique des liaisons a-L-guluronique qui dégrade
les blocs G et une lyase spécifique des liaisons B-D-mannuronique qui s'attaque aux liaisons des
blocs M.

Les résultats fournis par le CERMAV donnent un rapport M/G de 1,80 environ.

Pour les alginates provenant des algues Macrocystis pyrifera, le rapport moyen M/G trouvé dans

la littérature est de l'ordre de 1,6. [Ertesvag, Valla, 1998].

1.1.2. Le pullulane
[Mc Carthy, 1993]

Le pullulane est un polysacharide biodégradable décrit pour la premiére fois en 1959, C'est un
glucan extracellulaire neutre synthétisé par Aureobasidium pullulans, plus communément appelé
Pullularia pullulans.

La structure du pullulane consiste de fagon prédominante en une succession d'unités maltotriose
lies par des liaisons a-1,6 glycosidiques.

Comme la cellulose et la pectine, le pullulane est un polysaccharide non digestible.

Tout comme l'amidon, sa dégradation thermique débute approximativement a 250°C, puis il

carbonise et ne génere alors ni fort dégagement de chaleur, ni gaz toxique.

Le fournisseur de ce polysaccharide est Polymer Laboratories; au départ, ce polymére est
commercialisé sous forme de kit de calibration pour les chromatographies par perméation sur gel.
Pour nos études de coefficients de partage, l'intérét d'avoir choisi ce polysaccharide est que la
plage des masses molaires disponibles pour ce composé est importante; en effet, ce kit
comprend des masses molaires variant de 180 a 788 000 g/mol. De plus, les pullulanes utilisés
présentent une grande monodispersité et appartiennent & une méme famille d'homologues

permettant ainsi d'avoir une interaction matrice-soluté constante.
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1.2. MISE EN FORME DES GELS D’ ALGINATE
Deux géométries de gels physiques (c'est-a-dire réticulés par le calcium) dalginate ont été

utilisées pour I'ensemble des expériences effectuées : gels sous forme de boudins ou de billes.

1.2.1. Préparation des solutions

a. Solution de NaCl/CaCl, 0,1M

Toutes les réticulations calciques effectuées sont réalisées en présence de chlorure de sodium,
ceci permet en effet de maintenir une force ionique constante, et ainsi d'obtenir des gels assez
homogenes. En effet, lors de la formation des gels, le calcium pénétre au sein du gel en cours de
formation ; en contrepartie, des molécules d’'eau migrent en sens inverse afin de contrebalancer
la charge amenée par les ions calcium. Ces molécules d'eau entrainent avec elles des chdines
d'alginate qui se retrouvent préférentiellement en périphérie. La conséquence est une répartition
inhomogéne des molécules d'alginate au sein du gel, ce qui constitue un élément critique pour
I'étude de la diffusion au travers de ces entités.

En préparant les solutions d'alginate avec du NaCl 0,1M, on évite ce type de probléme,

La solution de NaCl/CaCl, O,1M est préparée comme suit :

- Peser la masse de poudre voulue de CaCl, et NaCl

- Ajouter de l'eau distillée jusqu'au volume voulu.

Pour les masses molaires, prendre celles indiquées sur les flacons fournisseurs.

b. Solution d'alginate de sodium

- Peser précisément la poudre d'alginate de sodium avec une balance de précision

- Ajouter une solution de NaCl 0,1 M

- Placer 24 heures sous agitation vigoureuse dans un flacon étanchéifié avec du parafilm.

Une agitation efficace est nécessaire afin de garantir la totale dissolution de l'alginate mais elle
entraine également la formation de bulles d'air qu'on laissera s'éliminer en plagant la solution

obtenue au réfrigérateur pendant 24h.
1.2.2. Formation des boudins

Il a semblé intéressant d'obtenir des boudins de gel afin d'en extraire de fines rondelies de

forme appropriée aux tests de rhéologie (cf. § 1.4.),
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a. Réalisation de gels physiques

On entend par gel physique les gels obtenus par réticulation calcique.

La solution d'alginate de sodium a réticuler est versée dans un morceau de membrane de dialyse
(Molecularporous membrane tubing, Spectrum Laboratories ) noué a son extrémité. Avant de
nouer lautre extrémité afin de fermer le boudin, on veille a éliminer les bulles dair
éventuellement présentes.

Le boudin ainsi réalisé est placé sous agitation dans une solution de NaCl 0,IM/CaCl; O,IM

pendant 48 heures.

b. Réalisation de gels chimigues

On appellera ici gel chimique tout gel obtenu par réticulation avec 'acide adipique dihydrazine
(cf. §1.3)).

On réalise les boudins dans des tubes Falcon dans lesquels on verse, outre la solution d'alginate &
réticuler, les réactifs nécessaires & la réticulation chimique. On récupére le boudin de gel

réticulé chimiquement aprés 72 heures d'agitation.

1.2.3. Formation des billes d’alginate

Le montage utilisé (cf. figure 42) comprend une seringue en tant que réservoir de solution
dalginate raccordée a un pousse-seringue type morphine ; un agitateur magnétique au fond du
bécher évite l'accumulation des billes néoformées au méme endroit (risque de colmatage des
billes) ; I'aiguille utilisée a été coupée car la forme biseautée initiale ne permet pas d'obtenir des
billes sphériques. La solution d'alginate extrudée a travers l'aiguille tombe dans la solution de

NaCl/CaCl, 0,IM et fige instantanément.

On considére que la gélification est terminée 24h aprés l'arrét du pousse-seringue correspondant

d la formation des derniéres billes,
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Figure 42 : Billes d'alginate de calcium
a. Montage utilisé pour la mise en forme

b. Photographie de billes

1.2.4. Formation des films chimiques

Compte-tenu de la faiblesse et de Ihétérogénéité des gels chimiques obtenus par réticulation
dans les tubes Falcon, une autre géométrie a été envisagée : on a réalisé la réticulation dans une
boite de Pétri afin d'obtenir des films plus facilement utilisables pour les études de rhéologie.

Aprés pesée des différents réactifs nécessaires a la réticulation (cf. § 1.3.), suivie d'une
homogénéisation douce (afin de ne pas générer de bulles dans le gel), la solution est coulée dans

une boite de Pétri et laissée au repos 48h au moins avant |'étude rhéologique.

1.2.5. Détermination de la fraction massique en polymeére

a. Cas des billes

Dans le but destimer la fraction massique en polymére dans le gel sous forme de billes, on
effectue l'essai sur 50 billes. On détermine par pesée la masse de solution d'alginate versée

goutte a goutte dans la solution calcique. La durée de gélation est fixée a 48h.
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Au bout de 48h, les billes sont retirées de la solution calcique et filtrées sur un filtre en veillant
a éliminer I'excédent de liquide entourant les billes.

Une seconde pesée permet d'accéder a la masse des billes apres gélation,

Le taux de gonflement © des billes sera défini par :

e — ml=48/1
171,0

mi=48h = masse des billes aprés 48h de gélation

mio = masse de solution d'alginate versée dans la solution calcique pour former les 50 billes

La fraction massique en polymére @ est alors:

concentration de la solution d'alginate de départ (g/L)
- 6

@ s'exprime en mg de polymére/g de gel en contact avec le solvant (ici eau ou tampon MES)

b. Autre méthode applicable aux billes, boudins et films

- Laver une masse connue m de gel a I'eau distillée (4 fois pendant 48 h) ou un autre solvant
- Lyophiliser pour avoir I'extrait sec de masse m'

- La fraction massique en polymere @’ est donnée par :

1

.om
¢ =— enmg de polymére/g de gel en contact avec le solvant
m
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1.3. RETICULATION CHIMIQUE DE I’ALGINATE PAR
L’ACIDE ADIPIQUE DIHYDRAZINE

Lee et al. ont réticulé un alginate poly-G avec de l'acide adipique dihydrazine ; par rhéologie, ces
auteurs ont mis en évidence que les propriétés mécaniques ainsi que le taux de gonflement
peuvent étre contrdlés indépendamment, en fonction de la longueur de la chalne et du degré de
réticulation.

Cest cette méthode utilisant 'AAD (Acide Adipique Dihydrazine) qui a été retenue pour nos

expériences. [Lee et coll.,, 2000]

1.3.1. Réactifs et solutions utilisés

a. Les réactifs

* MES = Morpholine Ethane Sulfonic acid (M=195,2) fourni par la société SIGMA® (MES hydrate
97% titration). Il servira a réaliser la solution tampon dans laquelle va tre menée la réticulation

chimique.

* EDC = 1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbodiimide hydrochloride (M=191,71) fourni par la
société Aldrich®. Cet agent de couplage sera utilisé dans la premiére phase de la réticulation

chimigue, afin d'initier la réaction.

CH
CHgCHy—N=C=N——(CH,)s—n~"

CHj,

Figure 43 : Structure chimique de la molécule d'EDC.
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* NHS = N-hydroxysuccinimide (M=115,9) fourni par la sociéte SIGMA® et également utilisé

dans la premiére phase de la réticulation chimique.

HO—N

O

Figure 44 : Structure chimique de la molécule de N-
hydroxysuccinimide.

* AAD = Adipic Acid Dihydrazine (M=174,2) fourni par la société SIGMA® ; cette diamine va

permettre la réticulation de la molécule d'alginate par réaction sur les groupements carboxyle.

HeNHN——C——(CHp)—C—NHNH,

|
O

Figure 45 : Structure chimique de la molécule d'acide
adipique dihydrazine. [Lee et coll., 2000]

b. Préparation des solutions

* Tampon MES/NaCl 0,1M pH6 :

- peser environ exactement les masses de MES et NaCl

- dissoudre sous agitation dans un volume d'eau distillée

- ajuster la solution a pH=6 avec une solution de soude 1M

- ajuster le volume final de fagon & avoir un tampon & 0,I1M de MES et NaCl

* Solution d'alginate dans le tampon MES :

- peser sur la balance de précision la masse d'alginate & dissoudre

- ajouter un volume V connu de tampon MES/NaCl pH6 de fagon & avoir une concentration en
alginate d'environ exactement 25g/L

- dissoudre sous agitation pendant 24h et laisser au moins une nuit au réfrigérateur
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* Solutions d'EDC, NHS et AAD

- sur la balance de précision, peser exactement les masses de poudres

- diluer dans une quantité exactement connue de tampon MES

NB : les concentrations de ces trois solutions seront choisies de fagon d ce que la concentration

finale en alginate d la fin des étapes de réticulation chimique soit de 17 g/L.

1.3.2. Mécanisme réactionnel mis en jeu

EDC
R—N—C——N——-=R
Nei? iR
COO- Na+ - O lae
0
0]
HO—N NHS
o]
0
rF o
vy C——0—HN
O 0
R—NH;
AAD NH—R
O=
NH—R
Wﬁ NH R NH ——Crvuwy
| |

Alginate réticulé

Figure 46 : Schéma du mécanisme réactionnel mis en jeu
lors de la réticulation chimique par I'AAD.
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La structure obtenue apres réticulation chimique est représentée dans la figure suivante od un
alginate poly-G a été réticulé par 'AAD :

Yo /

e ke
Na0OG %L(H O N:g P/l \’“ 7;
O\(KH é COONaN

o o HO\I g
NaOOC -
' § HO™~) COONa J COONa
OH

0]

N’N o COONa

Figure 47 : Structure chimique d'un alginate poly-6
réticulé par IAAD. [Lee et coll., 2004]

1.3.3. Protocole expérimental

Ce protocole a été élaboré en s'inspirant des travaux réalisés par Lee et coll. en 2000.
Il s'applique aussi bien a la réticulation chimique de films, boudins ou billes d'alginate de sodium,
Compte-tenu de l'impossibilité de former des billes d'alginate par réticulation chimique, on

réalisera la réticulation chimique sur des billes préalablement formées par réticulation calcique.

Les différentes étapes pour la réticulation de films et boudins sont récapitulées ici :

- d une masse connue de solution d'alginate & environ exactement 25g/L, ajouter les volumes
exactement connus de solution de NHS puis d'EDC selon la stoechiométrie suivante : 1 mole de
NHS pour 2 moles de -COO" et 1 mole d'EDC par mole de -COO".

On note que la masse molaire du motif d'alginate est de 198 g/mol.

- agiter pendant 30 minutes

- ajouter un volume exactement connu de solution d'AAD selon le taux de réticulation envisagé

- compléter avec du tampon MES au volume souhaité de fagon a avoir une concentration finale en
alginate de 17 g/L

- mettre sous agitation douce & température ambiante pendant 24h pour les billes, 48h pour les
films et 72h pour les boudins.

- les gels obtenus sont ensuite lavés au tampon MES (4 fois en 48h)

Les gels chimiques sont obtenus en soumettant le gel a un lavage par une solution de citrate.
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1.4. ELEMENTS DE RHEOLOGIE

[Bossard et coll., 2004] [Coussot, Grossiord, 2001] [Mazens, 2002] [Rastello, 2002]

1.4.1.Intérét de I'étude rhéologique

Dans les études de diffusion, 'hypothése d'un temps caractéristique de relaxation du réseau
négligeable devant le temps de diffusion est posée par la plupart des modéles. On cherche ici a
vérifier que cette hypothése est acceptable en accédant au temps caractéristique du réseau. De
plus, on souhaite visualiser les modifications du point de vue de la rhéologie éventuellement

imputables a la réticulation chimique mise en jeu.

Un matériau soumis & un ensemble de forces est susceptible de se déformer. Les propriétés
rhéologiques de matériaux viscoélastiques sont déterminées en cisaillant les échantillons au sein
de cellules de mesure axisymétriques (de type plan/plan dans notre étude) visant a reproduire au
mieux des conditions de cisaillement simple. Connaissant le couple et les caractéristiques
géométriques de la cellule, on peut déterminer la contrainte de cisaillement t définie comme la
force tangentielle par unité de surface qui s'exerce sur un élément de volume du matériau
considéré.

Dans les différents tests réalisés, on s'intéresse d la contrainte t et & la déformation vy du gel.

La figure suivante illustre plus simplement la relation contrainte-déformation :

Contrainte Déformation
= force par unité de surface = Gradient de déplacement
Af Ax
T =— ’y = -
AS Ay

Figure 48 : Définitions : contrainte et déformation,
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1.4.2. Tests mis en oeuvre

Deux types de tests ont été envisagés lors de cette étude: tests de relaxation et tests en

régime oscillatoire.

a. Test de relaxation

On impose un échelon de déformation a 'échantilion et I'évolution de la contrainte qui en résulte

est mesurée.

(!
On obtient ainsi la fonction de relaxation: G(¢) = %
/4
On se place dans le domaine de linéarité, ce qui implique :
* d |'échelle macroscopique : t proportionnel ay
* & I'échelle microscopique : matériau non perturbé (sollicitation mécanique faible)

Dans le domaine de linéarité, G est indépendant de la déformation et donc caractéristique du

matériau et notamment de sa dynamique.

b. Test en régime oscillatoire

On impose une déformation et on mesure la contrainte.

T
On en déduit le module complexe 6*: G* =—
/4

Ce module complexe est la résultante de 2 composantes : le module élastique G' et le module
visqueux G" :

* Le module élastique G' (ou rigidité dynamique) traduit la réponse élastique du matériau. La
valeur de G' est ainsi le reflet du nombre de chaines élastiquement actives (noté n), c'est a dire
engagées entre deux ou plusieurs points de jonction formés par les associations hydrophobes
intermoléculaires, et de la force des interactions mises en jeu.

G' donne donc des informations d'ordre structural.

* Le module visqueux G" traduit la réponse visqueuse du matériau et caractérise l'aspect
hydrodynamique du systeme. En général, G" est caractéristique du volume effectif du réseau
polymére formé en solution par l'enchevétrement des chaines macromoléculaires et les

associations hydrophobes.
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G" augmente avec l'expansion des pelotes polyméres et augmente donc également lorsque la
structure du réseau s'amplifie.

De fagon générale, il est admis que le module de perte G" refléte le volume effectif du réseau de
polymére tandis que le module élastigue G' caractérise la densité de points de jonction formés
par des liaisons hydrophobes.

G' et G" sont liés par I'angle de déphasage & :

iRe

*
GH- G

el Re

Figure 49 : Représentation schématique de &', 6" et 3.

Le déphasage dépend du caractére élastique ou visqueux du matériau.
, V2
b est compris entre O ef By :
* Pour un solide hookéen (la contrainte est en phase avec la déformation), §=0

* Pour un fluide newtonien (la contrainte est en phase avec la vitesse), 0 = 5

1.4.3. Choix préférentiel d’'une méthode

Dans le cas du test de relaxation, il est en fait techniqguement impossible d'imposer
véritablement un échelon de déformation ; on aura donc des informations erronées aux temps
courts (< 0,1 s) mais également aux temps longs si la contrainte tend vers O (cas des fluides
viscoélastiques et gels peu réticulés). Comme 1 est déterminée & partir du couple, cela va poser
probléme quand celui-ci va devenir inférieur a la limite de sensibilité du capteur. On aura alors
recours au mode oscillatoire.

En mode oscillatoire, le probleme se pose lorsqu'on étudie des gels trés réticulés car
plusieurs jours seraient nécessaires a I'étude de I'échantillon (relaxation aux temps longs trés

lente) ; il est alors plus intéressant, dans ce cas, de revenir au premier test.
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1.5. METHODE DE DOSAGE DU TAUX DE JONCTION AVEC
1’AAD
1.5.1. Principe du dosage
La méthode de dosage utilisée est inspirée des travaux réalisés par les équipes de Lee et

Edwards-Lévy. [Lee et coll., 2004] [Bouhadir et coll., 1999] [Edwards-Lévy et coll., 1993]

La molécule d'AAD étant bifonctionnelle, elle a la possibilité de se lier & la molécule d'alginate par
une de ses extrémités, ou les deux. Pour déterminer le faux de jonction, on s'intéresse plus
particulieérement aux molécules liées par leurs deux extrémités.

La technique proposée utilise le TNBS (trinitrobenzéne sulfonic acid = picryl sulfonic acid) qui
réagit avec 'AAD en formant un complexe soluble quantifiable par spectrophotométrie UV-

visible. On pourra ainsi accéder a une quantification approximative du taux de jonction.

Les molécules d'AAD fixées par les deux extrémités ne réagiront pas avec le TNBS ; le TNBS
sera donc uniquement consommé par les molécules d'AAD liées par une seule extrémité.
L'analyse élémentaire parallélement menée sur ce méme gel lavé (cf. § 1.5.3.) et lyophilisé permet

d'accéder a la quantité d'AAD totale fixée dans le gel (par une extrémité ou les deux).

Taux de jonction = AAD totale— AAD fixée par une extrémité

VAN

Donnée par Donnée par le dosage
quantification de par le TNBS

l'azote par analyse

élémentaire

1.5.2. Préparation des solutions nécessaires au dosage
a. Tampon borate pH 8
[e]

La réaction de dosage est menée dans un tampon borate a pH 8 dont la préparation est décrite

ci-dessous :
A 50,0 ml d'une solution d'acide borique et de chlorure de potassium 0,2M, ajouter 4,0 ml d'une

solution d'’hydroxyde de sodium 0,2M. Compléter a 200 m| avec de l'eau distillée et soumettre &

agitation.
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b. Solution de TNBS

Cette solution sera préparée extemporanément a partir d'une solution & 5% w/v (Sigma, France).
La dilution sera réalisée dans le tampon borate pH 8 de fagon a obtenir une solution & 4 pmol/ml

(MTNBS = 293,2 g/mol) .

¢. Solution d'AAD

Peser une quantité exactement connue d'AAD et la dissoudre dans une solution d'acide
trichloracétique & 1% de fagon a obtenir une concentration en AAD d'environ exactement

40 tmol/ml (Maap = 174,2).
1.5.3. Lavage préalable des billes

Les premiers essais de dosage effectués sur les billes ont montré qu'aprés réticulation chimique,
une grande quantité d'/AAD non lié¢ & l'alginate subsiste aprés lyophilisation et qu'un lavage au MES
ne permet pas d'éliminer cette fraction libre d'agent réticulant.

Ainsi, il a fallu mettre au point une méthode de lavage permettant d ‘éliminer 'AAD libre.

Pour cela, on s'est placé a pH basique afin d'éliminer les interactions dues & la présence d'une

charge positive sur la fonction amine de 'AAD en milieu acide.

Pour la mise au point de ce lavage, nous avons mis en contact 1 gramme de billes avec une quantité
exactement connue d'’AAD. Apreés lavage avec un volume V d'une solution de NaCl 0,1M a pH 10, on
a cherché a montrer que tout 'AAD mis au départ est retrouvé dans la solution de lavage.

Pour cela, on a comparé le signal obtenu en spectrophotométrie UV entre 200 et 500 nm & celui
d'un témoin contenant exactement la méme concentration que la solution de lavage supposée
contenir tout AAD de départ.

Les mesures ont été effectuées contre un blanc constitué par la solution de NaCl pH 10.
Les courbes de la figure 50 ont permis de montrer que le lavage est efficace lorsque 1 gramme

de billes est lavé avec 30 mL de solution de lavage. En effet, les signaux obtenus pour la solution

témoin et la solution de lavage sont quasiment superposés.

110



Partie V : Etudes expérimentales - Réticulation chimique de gels d'alginate

Les spectres de la
solution de lavage (en
noir) et de la solution
témoin (en rouge) sont
quasiment superposés.
Le lavage a permis de
récupérer la majorité
de I'AAD.
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Figure 50 : Mise au point de la méthode de lavage des billes.

1.5.4. Protocole expérimental

a. Dosage proprement dit

Une masse connue (environ exactement 10 mg) de billes d'alginate lyophilisées préalablement
lavées (selon le protocole détaillé § 1.5.3.) est mise en solution dans 3,2 ml de tampon borate &
pH 8. Aprés 5 minutes d'agitation, environ exactement 4 ml de la solution de TNBS sont ajoutés.
Apreés 1 heure d'incubation & l'obscurité & 37°C et sous agitation, filtrer et récupérer le filtrat.
900 yl de ce filtrat sont introduits dans un tube a essai dans lequel on ajoute ensuite 100 ul de
solution d'AAD.

Le mélange est incubé pendant 1 heure a l'obscurité a 37°C. Le milieu réactionnel est ensuite
acidifié avec 22 ml d'acide chlorhydrique 0,5M afin de stabiliser le complexe formé.

L'absorbance de la solution est ensuite mesurée d 327 nm contre un blanc préparé selon le

protocole ci-dessus en remplagant 'AAD par 100 ul d'acide trichloracétique & 1%.

b. Courbe d'étalonnage

La quantification du TNBS résiduel va étre possible grdce & I'élaboration d'une gamme étalon
mettant en jeu plusieurs dilutions de TNBS réagissant avec une quantité connue d'AAD.
900 4l de solution diluée (dans le tampon borate) de TNBS sont mis a réagir avec 100 ul de

solution d'AAD pendant 1 heure & 37°C et a l'obscurité.
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Les tubes sont ensuite dilués avec 16 ml d'HCl 0,5M et leur absorbance est mesurée a 327 nm
contre des blancs réalisés pour chacune des dilutions (la solution d'AAD a été remplacée par 100

ul d'acide trichloracétique a 1%).

Tube gamme 6l G2 63 &4 65

V‘olume de TNBS 100 200 300 400 500
a4 pmol/ml (ul)

Volume de tampon 800 700 600 500 400

borate (1)

Tableau 5 : Préparation de la gamme étalon permettant la
quantification du TNBS.

1.6. DETERMINATION EXPERIMENTALE DES Kr

1.6.1. Définition du coefficient de partage

Aprés la mise en contact d'un gel gonflé de solvant et d'un composé en solution dans ce méme
solvant (ou lors de la mise en contact d'un liquide avec un gel contenant un composé), on assiste &
un chargement (ou une libération) conduisant a I'équilibre, c'est-d-dire & I'établissement d'un
partage de ce composé entre la phase liquide et la phase gel. Ce partage est caractérisé par le
coefficient de partage Kp, qui est le rapport de la concentration massique du composé dans la

phase gel sur la concentration massique dans le surnageant :

B [Pullulane]ge,
? "~ |Pullulane]

surnageant

Ce coefficient de partage est un paramétre thermodynamique qui intervient également dans la
cinétique de diffusion du pullulane dans le gel car il correspond a la situation finale obtenue en
fin de cinétique de diffusion.

La méthode utilisée pour mesurer ce coefficient est la suivante :

3,75 g de gel dalginate sous forme de billes sont mis au contact avec 4 ml de solution de
pullulane a 1g/L.

Aprés 72h, on dosera le surnageant ainsi que la solution initiale de pullulane & 1g/L.

(On note qu'ici le solvant utilisé est une solution de MES/NaCl 0,1M).
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1.6.2. Dosage du pullulane par I’'anthrone

Cette technique est basée sur la réaction de l'anthrone avec les motifs glucose du pullulane qui
conduit, en milieu acide chaud, & la formation d'un complexe vert quantifiable par

spectrophotométrie dans le visible & 625 nm,

a. Préparation de la solution d'anthrone

Dans un bécher de 1 litre placé dans un bain d'eau froide, on introduit 1g d'anthrone et 150 mL
d'eau osmosée. 350 mL d'acide sulfurique concentré sont ensuite ajoutés lentement sous
agitation, L'anthrone se dissout au fur et a mesure, conduisant & un mélange visqueux de couleur
jaune intense. Aprés homogénéisation et retour a température ambiante, la solution est stockée

a 4°C et a l'abri de la lumiere jusqu'a utilisation (délai de 1 mois).

b. Préparation de la solution de pullulane

Le mode opératoire est le suivant :
- Peser le pullulane (poudre) avec la balance de précision
- Peser CaCl, 0,1M /NaCl 0,IM avec précision

- Laisser 24 heures sous agitation afin que le polymére soit complétement dissout

c. Mise en contact des billes avec la solution de puliulane

- Filtrer les billes sur un filtre maille

- Peser les billes avec précision : éliminer le maximum de solvant présent autour des billes (étape
importante pour évaluer précisément le coefficient de partage)

- Ajouter avec précision la solution de pullulane de concentration définie

- Laisser en contact 72 heures

d. Dosage proprement dit

100 L de la solution de pullulane (surnageant pour les échantillons) sont ajoutés a 5 mlL
d'anthrone dans des tubes en verre, qui apres fermeture seront homogénéisés au vortex. Les
tubes sont ensuite placés dans un bain-marie & 80°C pendant 40 minutes. Aprés retour &
température ambiante et une seconde homogénéisation au vortex, les absorbances de la gamme

¢talon et des échantillons sont mesurées par spectrophotométrie dans le visible d 625 nm.
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Il est nécessaire deffectuer un étalonnage simultané avec des solutions de pullulane de
concentrations connues dans le milieu aqueux concerné, contre un blanc préparé avec 100 (L de
solvant. La concentration en pullulane n‘exceédera pas 1 g/L de fagon a se placer dans la zone de

linéarité de I'absorbance avec la concentration en polymere.

Figure 51 : Dosage du pullulane par l'anthrone.

Il a été vérifié au préalable que l'alginate de sodium ne réagit pas avec l'anthrone afin de
s'assurer que le dosage du pullulane n'est pas perturbé par la présence de faible quantité

d'alginate qui resterait dans le surnageant a doser.

Afin de pouvoir comparer de maniére rigoureuse les coefficients de partage dans les gels
physiques et chimiques, on appliquera cette méthode pour chacun des 10 pullulanes aux 3 types
de gels de notre étude :

* gel uniquement physique, c'est-a-dire des billes réticulées par le calcium.

* gel mixte, c'est-a-dire des billes réticulées par le calcium dans un premier temps puis par AAD
dans un second temps.

* gel uniguement chimique, c'est-a-dire des billes réticulées a la fois par le calcium et 'AAD qu'on

a ensuite lavé avec une solution de citrate 0,2M pH6 afin d'en extraire le calcium.
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2. RESULTATS EXPERIMENTAUX
2.1. LES DIFFERENTS GELS REALISES

2.1.1. Type et nomenclature

Afin de mettre au point la méthode de réticulation et d'appréhender quantitativement la réaction
de réticulation mise en jeu, différentes géométries de gel ont été envisagées.

Les films et boudins présentent I'avantage de pouvoir &tre étudiés en rhéologie ; la réalisation de
billes s'inscrit dans le cadre d'une thése consacrée & I'étude et a la modélisation des phénoménes
de diffusion.

Pour la réticulation chimique, les différents taux de réticulation étudiés ont préalablement été
inspirés des travaux de Lee et al.: les gels obtenus par la réticulation d'un alginate poly-G par
des quantités croissantes d'AAD présentent un module visqueux qui croit puis décroit lorsque le
taux de réticulation augmente, avec un maximum pour 40% d'AAD.

Les différents taux envisagés dans un premier temps ont été: 16, 20, 32 et 40%.

a.Les films

Des films mixtes (calcium + AAD) ainsi que des films chimiques (uniqguement AAD) ont été

étudiés.

61 T 4w

G2 32 mixte
63 20 mixte
G4 16 mixte
c2 40 chimique
¢3 16 chimique
c4 20 chimique
c5 32 chimique
cé 10 chimigue
Cc7 59,27 chimique

Tableau 6 : Présentation des films réalisés.
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b. Les boudins

Cette géométrie a tout d'abord été envisagée afin d'étudier le phénomene de réticulation

chimique sous 'angle de la rhéologie.
Des gels physiques (uniquement calcium), mixtes (calcium puis AAD) mais également des gels

uniquement chimiques ont été réalisés.

F1 o 0 physique

F2 0 physique
F3 40 mixte
F4 32 mixte
F5 20 mixte
Fo 16 mixte
F7 32 mixte
cl 40 chimique

Tableau 7 : Présentation des boudins réalisés.

c. Les billes

Différents lots de billes ont été réalisés: des petits lots destinés & la mise au point des
méthodes de dosage et de lavage mais aussi trois lots plus importants utilisés pour les études de
coefficients de partage. Il est a noter que les lots B4, B5, B6 utilisés pour les études de Kp sont

issus d'un méme lot de billes calciques dont on a fait 3 sous-lots & la fin de la réticulation

physique.

BllEs T T RdasT T e de
| B1 o 0 | | physiqué
B2 40 mixte
B3 40 mixte
B4 40 physique
B5 40 chimique
B6 40 mixte

Tableau 8 : Présentation des billes réalisées.
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2.1.2. Fraction massique en polymére dans les différents gels

61 ' 65.7 (eau)

%I'h’\ ch%lque 40
G2 50,7 (eau) film chimique 32
G3 75,3 (eau) film chimique 20
G4 68,3 (eau) film chimique 16
F1 32,8 (eau) boudin physique 0
F2 32,6 (eau) boudin physique 0
F3 32,3 (eau) boudin mixte 40
F4 29,2 (eau) boudin mixte 32
F5 28,9 (eau) boudin mixte 20
Fé 32,8 (eau) boudin mixte 16
F7 32,1 (eau) boudin mixte 32
B1 40,1 (eau) billes physique 0
B2 40,5 (eau) billes mixte 40
B3 49,4 (eau) billes mixte 40
c2 34,4 (eau) film chimique 40
C3 15,1 (eau) film chimique 16
B4 17 5(eau)/35,3(MES) billes physique 0
B5 49 1(eau)/74,5 (MES) billes chimique 40
B6 24,9(eau)/32,49(MES) billes mixte 40

Tableau 9 : Récapitulatif des fractions massiques en
polymére dans les différents gels.
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2.2. COEFFICIENT DE PARTAGE K, :
RESULTATS EXPERIMENTAUX - INTERPRETATIONS

Pour chacun des trois types de gels, on a effectué une mise en contact avec les 10 pullulanes du
kit. Les gels testés ont été réticulés chimiquement en présence de 40% d'AAD.

Les résultats des calculs de coefficient de partage sont répertoriés dans le tableau suivant :

Masse molaire (g/mol) Kp gel chimique Ko gel physique Kp gel mixte
180 1,21 Point aberrant 1,14
738 1,16 1,26 1,26
5900 1,34 1,35 1,35
11800 0,62 0,68 0,73
22800 0,45 0,56 057
47300 0,20 0,34 0,44
112000 0,02 0,09 0,20
212000 Point aberrant Point aberrant Point aberrant
405000 0,24 0,14 Point aberrant
788000 0,28 0,02 0,34

Tableau 10 : Coefficients de partage Kp de pullulane a différentes masses molaires

pour les 3 types de gels étudiés.

NB : Une petite valeur de Kp traduit une faible aptitude a laisser entrer le pullulane ; de méme,

des valeurs élevées de Kp témoignent d'une facilité du polysaccharide & entrer dans les billes.

Ces résultats sont représentés sur la figure 52 page suivante.

La tendance générale pour les trois types de gels est une diminution du coefficient de partage en
fonction de l'augmentation de la masse molaire du pullulane. Les pullulanes de masse molaire
élevée auront beaucoup plus de mal & pénétrer dans les mailles des billes par le simple fait de

leur encombrement stérique important.
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Figure 52 : Variation du coefficient de partage Kp en fonction de la masse
molaire du pullulane (g/mol) dans les 3 types de gels.

Globalement, pour les plus petits pullulanes (jusque M=200 000 g/mol), le gel mixte semble
présenter des valeurs de Kp plus importantes, ce qui s'expliquerait par la formation d'un réseau
moins dense par rapport a des gels uniquement physiques ou chimiques.

Dans le cas de ces gels mixtes, on pourrait supposer dans un premier temps que les liaisons
chimiques venant s'ajouter aux réticulations calciques densifient le réseau et limitent ainsi la
possibilité d'entrée du polysaccharide dans les billes. Or, les résultats obtenus ne confirment pas

cette hypothese puisque les Kp des gels mixtes sont globalement supérieurs a ceux des gels

physiques et chimiques.

En comparant gels chimiques et physiques, les Kp supérieurs pour les gels physiques aménent &
penser que les gels chimiques possédent des mailles plus rigides et/ou plus petites que les gels
physiques.

Pour ce qui est des gels mixtes et chimiques, il est d noter que le réseau semble s'affaisser quand

on enléve le calcium, puisque les Kp ont tendance a diminuer.
On a également comparé les résultats obtenus dans un solvant différent: les valeurs de

coefficients de partage des billes physiques dans le MES sont globalement du méme ordre de

grandeur que ceux obtenus dans NaCl/CaCl,.
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En outre, pour extrapoler ces résultats, il est également nécessaire de connaftre les taux de
gonflement des différents lots de billes dans le MES. Le gel mixte a 17 g/L présente le méme
taux de gonflement qu'un gel physique a 12 g/L : en comparant les deux séries de résultats, on
note que les valeurs obtenues pour le gel mixte sont globalement inférieures a celles obtenues
pour le gel physique. Ainsi, a taux de gonflement égal, le réseau semble moins dense pour le gel

calcigue.
Pour les gels chimiques, l'analyse élémentaire des échantillons lyophilisés a permis de montrer

quapres lavage par le citrate, le calcium n'est refrouvé qu'a I'état de traces (< 100 ppm) dans le

gel.

2.3. DETERMINATION DU TAUX DE JONCTION AVEC I’AAD

2.3.1. Courbe d’'étalonnage

Les résultats de mesure d'absorbance de la gamme d'étalonnage (décrite § 1.5.4. b.) sont

regroupés dans le tableau suivant :

Tube gamme Gl G2 G3 G4 G5
Quantité de TNBS 0,431 0,861 1292 1723 2,153
initiale (umol)

Absorbance & 327 nm 0,231 0427 0,627 0,693 0,789

Tableau 11 : Gamme étalon pour le dosage du TNBS résiduel.

La méthode de dosage n'étant pas linéaire sur I'ensemble des points de la gamme, on décide de ne
considérer que la partie linéaire du graphique dont I'équation est donnée.
On veillera donc a diluer de maniére appropriée les tubes échantillon afin de se placer dans le

domaine de linéarité de la méthode.
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La droite d'étalonnage obtenue est représentée par la figure 53 ci-dessous :
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Figure 53 : Droite d'étalonnage du dosage du TNBS résiduel.

2.3.2. Résultats obtenus sur les lotfs de billes

Le dosage a été mis en ceuvre sur 2 lots de billes utilisés pour les mesures de Ko :
* Billes chimiques obtenues par lavage de billes mixtes dans une solution de citrate

* Billes mixtes obtenues par réticulation calcique puis chimique

On suppose que la totalité de 'AAD libre a été éliminée par lavage (cf. § 1.5.3.).

L'analyse élémentaire nous permet d'accéder a la quantité de réticulant fixé par une ou deux
extrémités au polymére ; le dosage permet d'accéder d la quantité d'AAD fixé par une extrémité.
Par différence, on accede au taux de jonction, c'est-d-dire aux molécules d'AAD fixées &

l'alginate par leurs deux extrémités.

On définira alors le taux de jonction par la quantité d'AAD (fixée par ses deux extrémités) par

gramme de billes.

Compte-tenu des délais analytiques importants imposés par le laboratoire réalisant l'analyse

élémentaire des échantillons, nous ne disposons actuellement pas des résultats.
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Ainsi, il n'est pas possible d'évaluer avec précison le taux de jonction.

On dispose seulement des données fournies par le dosage (AAD lié par une seule extrémité) :

Billes chimiques B5 : 0,493 pmol d'AAD lié par une extrémité/mg de polymére

Billes mixtes B6 : 0,632 pmol d'AAD lié par une extrémité/mg de polymere

Les ordres de grandeur sont les mémes pour les deux échantillons ; on note toutefois une plus
grande proportion de réticulant lié seulement par une extrémité dans les gels mixtes.
Les résultats de l'analyse élémentaire permettront de conclure par la suite sur I'efficacité de la

réticulation dans les différents hydrogels.

Ces résultats ont été obtenus dans le cadre d'une premiere campagne d'essais de dosage sur
billes lyophilisées ; toutefois, les valeurs obtenues nécessitent d'étre confirmées par d'autres

essais et une étude complémentaire de la robustesse de la méthode.

2.4. ETUDES RHEOLOGIQUES DES GELS MIS EN FORME

Pour réaliser les tests, on utilise un rhéomeétre Dynamic Analyser RDA II muni d'un dispositif a
plaques paralléles.

Une tranche de gel est positionnée dans la coupelle de mesure contenant le solvant du gel
permettant d’hydrater I'échantillon. La rondelle est serrée entre les deux surfaces paralléles
présentant de petits pics afin d'assurer le maintien de I'échantillon. Pour chaque échantillon, on

relévera la valeur de I'entrefer correspondante.

2.4.1, Tests de relaxation

Ce sont des gels mixtes qui ont été étudiés dans un premier temps : films 61 4 64 et boudins F3 &
F7.

La différence essentielle entre ces deux groupes de gels réside dans le fait que les gels 61 & 64
ont été d'abord réticulés chimiquement puis physiquement, alors que les boudins F3 a F7 ont été

d'abord réticulés par le calcium puis par 'AAD.
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La figure suivante présente les résultats des tests de relaxation effectués sur ces deux groupes

de gels.

10

Boudins F3 a F7:

__F6(Ca+16% AAD)
F5 (Ca + 20% AAD)
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| | | G4 (16% AAD + Ca)
Toremsd L 63 (20% AAD + Ca)
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Figure 54 : Courbes de relaxation de gels mixtes.

Sur la figure précédente représentant G(1) en fonction du temps, on peut se rendre compte qu'on
n'obtient pas le méme type de relaxation selon qu'on a procédé d'abord a la réticulation chimique
ou physique. En effet, lorsqu'on procéde d'abord & la réticulation chimique (61 a G4), la
réticulation calcique semble limitée.

On pourrait supposer que la fixation d'AAD sur les résidus guluronate diminue l'aptitude de la

pelote de polymére a former des structures en boite a ceufs.

Il est également important de noter que les courbes de relaxation d'un gel mixte sont semblables
a celles obtenues pour un gel uniquement physique (F1 et F2); la réticulation chimique d'un gel
préalablement réticulé par le calcium ne modifie pas de fagon sensible la relaxation du gel (méme

allure, méme ordre de grandeur).

Cette information a orienté notre étude vers des tests en mode oscillatoire réalisés sur des

films de gels réticulés uniquement chimiquement.
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2.4.2. Tests en mode oscillatoire

Les films chimiques C2 a C7 ont été soumis a ce type de tests afin de rechercher une éventuelle
relation entre le taux d'agent réticulant et la dureté du gel.

La figure suivant présente |'évolution de G' et 6" pour ces films chimiques a différents taux de

réticulation :

10 _
Pa Module élastique G' :
’ mC3 (16% AAD)
! T ¢ C5 (32% AAD)
1e° T T L LIl A s 3 A C7 (59% AAD)
Bl i
8
o2 ; é é 8 Module visqueux G" :
e*2ago” | 0 €3 (16% AAD)
ee?*® A LR &
o' ELAA0PELit. 0 €5 (32% AAD)
ngoo® [ o8 A €7 (59% AAD)
| &80 <o i
10° ' ' ' i &
107 102 107 10° 10' 102

Figure 55 : Tests en mode oscillatoire.

D'aprés ces courbes obtenues en régime oscillatoire, on peut dire que la force du gel chimique
diminue quand le taux d'agent réticulant augmente : en effet, on assiste a une diminution de G'
quand le pourcentage d'AAD augmente.

On peut noter que |'écart existant entre le module élastique et le module visqueux diminue quand
le taux d'agent réticulant augmente. L'écart entre G' et G" étant plus important, l'angle de
déphasage est plus faible ; or, plus cet angle est proche de O, plus on se rapproche du cas

hookéen.

Ainsi, cela confirme les conclusions faites en exploitant seulement les courbes de G'.

Finalement, aprés avoir mené cette étude expérimentale préliminaire, il reste encore de

nombreux points d'ombre a explorer.
Dans un premier temps, les résultats de l'analyse élémentaire permettront de quantifier plus

précisément le taux de jonction. Le "rendement de réticulation" étant alors connu, on pourra
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Conclusion

Les alginates, nous l'avons vu, sont des polymeres qui suscitent aujourd'hui beaucoup d'intérét
dans des domaines d'application variés. En pharmacotechnie, ils sont recherchés pour leurs
propriétés épaississanfes, liantes et désintégrantes; ils sont également utilisés pour des
formulations retard et résistantes. L'industrie cosmétique en apprécie les propriétés filmogénes,
adoucissantes, hydratantes et leur capacité a former des préparations qui s'étalent bien sur la
peau et qui sont agréables au toucher.

Leurs propriétés sont également mises a profit dans l'industrie alimentaire toujours en quéte de

formulations originales et innovantes.

Au travers de cette thése, nous avons pu briévement dresser un inventaire des applications des
alginates en tant qu'excipients dans la formulation des médicaments. En effet, |'utilisation de
ceux-ci en tant que principes actifs n'a pas été abordée. A titre d'exemple, nous pouvons ici
mentionner l'intérét des alginates et de l'acide alginique en pathologie digestive. Ils sont en régle
générale associés a de 'hydrogénocarbonate de sodium et a de I'hydroxyde d'aluminium et pris
apres le repas. L'acidité gastrique libere |'acide alginique qui forme un gel visqueux et mousseux
(dégagement de dioxyde de carbone & partir de Ihydrogénocarbonate) réalisant une barriére
flottante au-dessus du contenu gastrique. En cas de reflux, celui-ci est limité et le gel protege la
muqueuse oesophagienne de l'agressivité du liquide gastrique.

Ces polysaccharides sont donc incorporés dans des préparations destinées au traitement
symptomatique des troubles liés a l'acidité pathogéne : reflux gastro-oesophagien, hernies

hiatales, pyrosis, oesophagites.

Le projet expérimental faisant l'objet de la derniére partie de ce document consistait & étudier
un gel d'alginate réticulé chimiquement par une diamine : 'acide adipique dihydrazine.

La méthode d'obtention de ce type de gel a été mise au point dans un premier temps ainsi que le
dosage permettant d'accéder au taux de jonction.

Des études ont également porté sur les coefficients de partage du pullulane entre la phase gel et
la phase surnageant. Cette approche expérimentale ameénera tres certainement, dans le cadre
d'autres travaux de recherche, & étudier plus précisément les relations de cause & effet existant
entre le taux de jonction et les phénomenes de partage, de diffusion, mais également la rhéologie
des gels formés.

Finalement, on a pu voir que les alginates ouvrent d'importantes perspectives notamment dans le
domaine de la microencapsulation, mais avant une utilisation de ceux-ci en thérapeutique, il
s'avére nécessaire de connditre les phénomeénes de diffusion sur lesquels s'appuie le relargage
contrdlé des substances actives.
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Annexe I

ANNEXE I

Analyse dalgues Laminaria Digita
Ref. ALGOVERT "N" Lot 840101

[Oulhen, 1986]

Analyse physique :

Aspect physique : poudre impalpable de couleur vert clair

Odeur caractéristique d'algues laminaires fradiches

Densité apparente : 0,51

Densité aprés tassement : 0,76

pH en solution a 10 % : 6,66

granulométrie : 100 % de passage a 80 pym

Viscosité d'une solution & 10% de farine, gonflement 3 heures (Brookfield RVT, 20°C) : 3000 cps
Volume d'un gramme de farine d'algues aprés 3 heures de gonflement dans I'eau a 20°C : 16 cm3

Analyse chimique :
Humidité : 2,70 %

Matiére séche : 97,30 %
Matiére minérale : 31,10 %
Matiére organique : 66,20 %

Matiéres organiques exprimées en % sur matiére séche :
Acide alginique : 26%

Matiére cellulosique : 5,7 %

Protéines brutes: 5,56 %

Matiére grasse et substances solubles dans I'éther : 0,40%
Mannitol : 8,1%

Matiéres minérales exprimées en % sur matiére séche :
Calcium: 1,12 %

Potassium : 14,9 %

Azote : 0,89 %

Soufre: 0,92 %

Sodium : 3.65 %

Magnésium : 0,62 %

Phosphore : 0,24 %

Tode: 053 %

Fer: 0,06 %

Oligo-éléments en ppm :
Manganese : 16,2 ppm
Zinc : 31,0 ppm

Cuivre : 1,4 ppm
Molybdeéne : 2,7 ppm
Plomb : 0,8 ppm
Vanadium : <1 ppm

Etain : < 3 ppm

Cobalt : < 0,5 ppm

Nickel : 0,65 ppm
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Annexe IT

ANNEXE II

Extrait de la Pharmacopée Européenne

01/2002 :0591
ALGINIQUE (ACIDE)
Acidum alginicum

[Pharm. Eur., 2002]

DEFINITION

L'acide alginique est un mélange d'acides polyuroniques [(C¢HgOs),) constitués par des résidus de
l'acide D-mannuronique et de l'acide L-guluronique. Il est obtenu principalement a partir d'algues
appartenant a la famille des Phéophycées. Une petite proportion des groupes carboxyle de l'acide
alginique peut &tre salifiée. L'acide alginique contient au minimum 19 pour cent et au maximum 25
pour cent de groupes carboxyle (COOH), la teneur étant calculée par rapport a la substance
desséchée.

CARACTERES

Poudre cristalline ou amorphe, blanche ou brun-jaune pdle, trés peu soluble ou pratiquement
insoluble dans l'alcool et les solvants organiques. L'acide alginique gonfle dans I'eau mais ne sy
dissout pas ; il se dissout dans les solutions d'hydroxydes alcalins.

IDENTIFICATION

A. A 0,29 dacide alginique, ajoutez 20 ml d'eau R et 0,5 m| de solution de carbonate de
sodium R. Agitez et filtrez. A 5 ml du filtrat, ajoutez 1 ml de solution de chlorure de
calcium R. Il se forme une volumineuse masse gélatineuse.

B. A 5 ml du filtrat obtenu dans l'identification A, ajoutez 0,5 ml d'une solution de sulfate
de magnésium R & 123 g/!. Il ne se forme pas de volumineuse masse gélatineuse.

C. A 5 mg dacide alginique, ajoutez 5 ml d'eau R et 5 ml d'une solution récemment préparée
de 1,3-dihydroxynaphtaléene R a 10 g/l dans l'alcool R et 5 ml d'acide chlorhydrique R.
Faites bouillir doucement pendant 3 minutes, refroidissez, ajoutez 5 ml d'eau R et agitez
avec 15 ml d'éther isopropylique R. Effectuez un essai a blanc. La couche supérieure du
mélange obtenu avec la substance a examiner présente une coloration rouge-bleue plus
intense que celle obtenue avec l'essai a blanc.
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Annexe TT

ESSAL

Chlorures. A 2,50 g d'acide alginique, ajoutez 50 ml d'acide nitrique dilué R. Agitez pendant 1
heure, puis complétez a 100 ml avec de l'acide nitrique dilué R. Filtrez. A 50 ml du filtrat, ajoutez
10 m| de nitrate d'argent O,1M et 5 ml de foluéne R. Titrez par le thiocyanate d'ammonium 0,1M
en présence de 2 ml de solution de sulfate ferrique et d'ammonium R2 en agitant énergiquement &
I'approche du virage.

1 ml de nifrate d'argent 0,IM correspond a 3,545 mg de Cl. L'acide alginique ne contient pas plus
de 1 pour cent de chlorures.

Métaux lourds. 1 g d'acide alginique satisfait a l'essai limite F des métaux lourds (20 ppm).
Préparez le témoin avec 2 ml de solution a 10 ppm de plomb (Pb) R.

Perte a la dessiccation. Déterminée a I'étuve a 100-105°C sur 0,1 g d'acide alginique pendant 4
heures, la perte a la dessiccation n'est pas supérieure a 15 pour cent.

Cendres sulfuriques. Déterminé sur 0,1 g d'acide alginique et calculé par rapport & la substance
desséchée, le taux de cendres sulfuriques n'est pas supérieur a 8 pour cent.

Contamination microbienne.  L'acide alginique satisfait & une limite du nombre de germes
aérobies viables fotaux de 102 microorganismes par gramme, déterminé par dénombrement sur
plaque de gélose. L'acide alginique satisfait aux essais d'Escherichia coli et des salmonelles.

DOSAGE
A 0,25g d'acide alginique, ajoutez 25 ml d'eau R, 25 ml d'hydroxyde de sodium O,I1M et 0,2ml de
solution de phénolphtaléine R. Titrez par I'acide chlorhydrique 0,IM. 1 ml d'hydroxyde de sodi
0,1M correspond & 4,502 mg de groupes carboxyle (COOH).
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RESUME :

Les substances synthétisées par les algues sont trés sensiblement différentes de celles fabriquées par
les végétaux, tant au niveau des métabolites primaires, comme les polyholosides, qu’au niveau des
métabolites secondaires. Les extraits de végétaux marins sont omniprésents dans notre vie
quotidienne. lls permettent en effet, entre autres emplois, de donner a la plupart des solutions
aqueuses que nous utilisons couramment, la texture souhaitée et sont désignés sous le nom de
phycocolloides ou sous 'appellation plus générale de “structurants”.

Parmi ces colloides, on retrouve les alginates qui feront l'objet de ce document. Cette famille de
polymeéres est ici étudiée aussi bien sous I'angle botanique que sous celui des procédés industriels liés
a leur extraction.

Dans le domaine de la formulation galénique, les alginates sont trés largement utilisés ; nous détaillons
ici quelques applications telles que la libération contrélée dans les formes séches, la mise en forme de
médicaments a usage topique, mais également la microencapsulation de cellules et principes actifs.

Un volet expérimental consistant & étudier un gel d'alginate réticulé chimiquement par une diamine
('acide adipique dihydrazine) est ici brievement exposé ainsi que I'étude des phénoménes de partage
d’'un polysaccharide (pullulane) entre le surnageant et des billes de gel.

Les perspectives d'avenir des alginates en terme d'applications médicales semblent prometteuses, et
de nombreuses études a ce sujet sont aujourd’hui en cours.
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