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Résumé

Dans notre étude, nous nous sommes intéressées a la synthése du lactulose qui est un
disaccharide utilis¢ dans 1’industrie pharmaceutique comme laxatif. Ce dernier, est synthétisé
chimiquement a partir du lactose monohydrate par isomérisation alcaline. Une étude
préliminaire a été réalisée avec quatre différents catalyseurs, notamment ; 1’hydroxyde de
sodium et I’hydroxyde de calcium appartenant a la classe des catalyseurs alcalins d’une part ;
et la triéthylamine couplée a I’acide borique et les aluminates de sodium comme agent
complexant d’autre part. Le dosage du lactulose a été réalisé par spectrophotométrie UV/Vis.
Des rendements intéressants ont été obtenus avec la triéthylamine (63,07%) et les aluminates
de sodium (27,42%). Cependant, ces catalyseurs présentent un grand probléme de purification
d'ou le choix d’étudier le procédé d’isomérisation par NaOH et Ca(OH), dont les techniques
sont simples, faciles, non couteuses et rapides. Les résultats obtenus s’averent intéressants,
pour la synthese avec le NaOH (27% en lactose et 1,37% de NaOH comme catalyseur). De
méme, nous avons observé une augmentation du rendement avec ’augmentation de la
quantité du lactose initiale.

Mots clés : lactose, lactulose, catalyseur, isomérisation, spectroscopie UV/Vis.

Abstract

Our work aimed to study the lactulose a disaccharide commonly used in the
pharmaceutical industry as a laxative. This latter is chemically synthesized from lactose
monohydrate by alkaline isomerization. A preliminary study was performed with four
different catalysts namely: sodium hydroxide and calcium hydroxide that belong to the class
of alkali metal catalysts and triethylamine combined with boric acid and sodium aluminate as
the other complexing agent. The dosage of lactulose was performed by UV/Vis spectroscopy.
Good yields were obtained with triethylamine (63.07%) and sodium aluminate (27.42%).
However, these catalysts have a large purification problem, hence the choice of studying the
isomerization process using NaOH and Ca(OH), where are simple, easy, fast, low cost
technique. The obtained results were attractive for the synthesis using NaOH (27% lactose
and 1.375% NaOH as catalyst). Also, an increase in the yield with the increase in the lactose
amount was observed.

Keywords: lactose, lactulose, catalyst, isomerization, UV/Vis.
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(GLOSSAIRE

Pré-biotiques : sont généralement des oligosaccharides ou des polysaccharides de courte
chaine constitu¢ approximativement de deux a vingt unités de sucre. Ils échappent a la
digestion dans D’intestin gréle et sont des substrats potentiels pour I’hydrolyse et la
fermentation par les bactéries intestinales. Les pré-biotique doivent agir comme substrat
sélectif d’une ou d’un nombre restreint de souches bactériennes bénéfique qui résident
dans le cdlon et en stimuler la croissance. Les bifidobactéries et les lactobacilles sont les

microorganismes du micro biote intestinal (flore intestinale) les plus fréquemment ciblés.

Bifidobactérie : est un genre d’actinobacteries bifidobactériales anaérobies a gram positif.
Ces bactéries sont constituées de bacilles de forme irréguliere, anaérobies stricts,
présentant un test négatif pour la catalase, immobiles. Les bifidobactéries appartiennent a
la famille des bactéries lactiques. Elles participent a la fermentation du lait dans le cadre de
la fabrication de fromage et de préparation similaires aux yaourts. De plus, elles produisent
de grandes quantités d’acide lactique, ce qui entraine une baisse du Ph qui leur est

favorable et qui inhiberais la croissance d’autres germes.

Lactobacilles : sont des bactéries utilisées lors de la fabrication des yaourts et de certains
fromages. Elles transforment le lactose en acide lactique ce qui permet, entre autre, de faire
cailler le lait et donc de fabriquer ces fromages.

Ce sont des bactéries présentes en grande quantité dans l'intestin qui ont le méme réle que
les bifidus.

Laxatifs osmotique : sont des produits qui vont augmenter 1’hydratation et donc le
volume qu’occupent les aliments ingérés. Cette augmentation se fait par un phénomene
d’osmose, c.-a-d. en attirant les liquides (I’eau) a Dl’intérieur du tube digestif et plus
précisément le colon. Les laxatifs osmotiques sont donc indiqué pour lutter contre la
constipation, ils sont particulierement efficaces lorsqu’ils sont pris le matin et qu’ils sont

associés a une activité physique et a une alimentation riche en fibres

Lactose : sucre produit d’'une manicre naturelle par I’organisme des mammiferes et qui se
trouve dans leur lait. C’est un diholoside, c’est-a-dire un sucre complexe composé de

I’association de deux sucres simples, le glucose et le galactose, reliés par une liaison


http://www.pharmaciengiphar.com/lexique-medical-vidal/lactose
http://www.pharmaciengiphar.com/lexique-medical-vidal/acide-lactique

osidique particuliere, (d’ou le nom officiel de p-D-galactopyrannosyl(1—4)D-
glucopyrannose).

Encéphalopathie hépatique : est un syndrome neuropsychiatrique complexe caractérisé
par des modifications de I’état de conscience et du comportement, des changements
de personnalité, des signes neurologiques et des changements a
I’¢lectroencéphalogramme (EEG). Il peut étre aigu et réversible (insuffisance hépatique
aigué, facteurs précipitant en situation de dommage hépatique chronique) ou chronique et

irréversible.

Isomérisation : En chimie organique, on parle d’isomérie lorsque deux molécules
possédent la méme formule brute mais ont des formules semi développées différentes. Ces
molécules appelées isomeres, ont des propriétés physiques, chimiques, et biologiques

différentes.

Ecotoxicité : L'Ecotoxicité désigne l'effet néfaste d'une substance chimique sur les
organismes vivants et leur organisation fonctionnelle (écosysteme). C’est une discipline

scientifique récente située a l'interface entre I'écologie et la toxicologie.

Eco-responsable : Qui s’efforce de respecter la nature et I’environnement au maximum.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Psychiatrie
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89tat_de_conscience
https://fr.wikipedia.org/wiki/Comportement
https://fr.wikipedia.org/wiki/Personnalit%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Neurologie
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89lectro-enc%C3%A9phalographie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Insuffisance_h%C3%A9patique_aigu%C3%AB
https://fr.wikipedia.org/wiki/Insuffisance_h%C3%A9patique_aigu%C3%AB
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INTRODUCTION GENERALE

Un pourcentage ¢levé de la population mondiale souffre des maladies gastro-
intestinales de plusieurs types. Beaucoup d’entre elles sont causées par des bactéries
pathogenes qui envahissent 1’intestin humain [1].

Le phénomene de la constipation est treés courant et affecte un nombre considérable
d'individus sans distinction absolue de sexe ni d'dge. Ses causes et ses conséquences sont

d'importances variables.

Les substances laxatives sont nombreuses et pour certaines d'entre elles connues
depuis fort longtemps. Elles peuvent étre d'origine végétale, minérale ou de synthése. Leur
utilisation a pour conséquences des effets désagréables bien connus qu'il est utile
d'éliminer. A cet effet, I'utilisation relativement récente comme substances laxatives de
disaccharides hydrosolubles non assimilables, comme le lactulose, a amené un progres

indiscutable.

Préparé en 1930, le lactulose (4-O-B-D-galactopyranosyl-D-fructofuranose) est un
diholoside synthétique, a été proposé vers 1960, sous forme de soluté, pour le traitement
de la constipation. De nombreuses études toxicologiques, pharmacologiques et cliniques
ont garanti son innocuit¢ et son efficacité. Le produit sous forme de sirop a été

commercialisé dans divers pays (Duphalac® en France 1972).

Le lactulose est fabriqué industriellement par isomérisation du lactose sous
l'influence de divers agents alcalins. Quel que soit cet agent, le lactulose obtenu est
accompagné de sucres apparentés dont les plus importants sont le galactose et le lactose.
Le produit obtenu se présente sous forme de solution concentrée directement utilisable,

avec ou sans adjuvants, pour la préparation de sirops.

La production annuelle du lactulose augmente chaque année pour satisfaire sa
demande croissante. En 1994/1995 la production de lactulose estimée était de 20,000
tonnes, en 2004 elle a augmenté jusqu’a 40,000 tonnes et en 2009 les estimations étaient
de 45,000 a 50,000 tonnes [2].

La synthése des mati¢res premieres est indispensable pour avoir une certaine
indépendance de l'importation de I'étranger. A noter que méme si I'Algérie a atteint une
satisfaction du marché national en produits finis par la production locale en produits finis a
60 % en volume, mais elle est dépendante a 100% de l'importation des intrants a ces
produits (matiéres premicres et articles de conditionnement primaires). A cet effet,

I'Algérie est sujette a des risques d'approvisionnement (disponibilité et fluctuation des
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prix) liés aux crises économiques dans le monde, aux conflits territoriaux d'ordre politique
ou militaire, au monopole des lobbys ...

Le but de ce travail est la synthétise chimique du lactulose par isomérisation du
lactose monohydrate, en présence de différents catalyseurs, et ensuite sélectionner le
catalyseur le plus disponible et ayant une bonne innocuité et qui donne les meilleurs
résultats en terme de rendement et d’exploiter les résultats de dosage par

spectrophotométrie UV/Vis.
A cet effet, le présent mémoire s’articule autour de deux parties :

Une partie bibliographique subdivisée en deux chapitres ; le premier regroupe des
généralités sur le lactulose et ses principales caractéristiques, et le deuxiéme aborde les

méthodes classiques et novatrices de synthese.

Dans la partie expérimentale, nous parlerons des différents matériels et méthodes
utilisés pour la synthése du sirop du lactulose et I’interprétation des résultats obtenus.
Nous dégageons, en conclusion, les résultats les plus marquants de cette étude et

les perspectives a développer dans le futur.

-
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1.1. Définitions

Lactulose (4-O-B-D-galactopyranosyl-D-fructofuranose) est un diholoside synthétique
composé de deux molécule de sucre ; le galactose et le fructose lié¢ par une liaison B-1,4-
glycosidique [3]. Il est plus sucré et plus soluble que le lactose [4]. Le lactulose est un
prébiotique typique [S], et possede un grand intérét médical dans le traitement de
I’encéphalopathie hépatique et la constipation chronique [3].

Le lactulose est aussi utilisé dans le lait commercial des nourrissons et d’autre variété
du lait. On obtient dans ces conditions un mélange de saveur et de texture améliorée, qui se
conserve mieux, ne s'évente pas et ne présente pas le golit crayeux qu'on reproche parfois
a ces produits, enfin la saveur des laits ainsi modifiés serait supérieure a celle des laits ne
contenant pas du lactulose [6].

La structure chimique du lactulose est représentée dans la figure N°1 ci-dessous :

HO OH
O
H OH;;

OH 0 OH

HO

OH

Figure 1 : Structure chimique du lactulose [7].

Les propriétés physico-chimiques du lactulose sont représentées dans le tableau N°1

Ci-dessous :

Tableau 1 : Les propriétés physico-chimiques du lactulose [8]

Lactulose en poudre Propriétés physiques, chimiques

4-0O-B-D-Galactopyranosyl-pB-D- fructofuranose

Nomenclature Ou

(2S5, 3R, 4S,5R,6R)-2-((2R,3S,4S,5R)-4,5-dihydroxy-2,5-
bis(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3- yloxy)-6-
(hydroxymethyl)tetrahydro-2 H-pyran-3,4,5-triol

Formule générale C12H201

]
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Masse molaire (g/mol) 3423
Point de fusion 169°C
Point d’ébullition 680,5°C a 760 mm Hg
Point éclair 364,4°C
Solubilité Soluble dans I’eau, assez soluble dans le méthanol et

insoluble dans 1’éther et le toluene

A Poudre (MP) : Poudre blanche
pparence

Sirop(PF) : Couleur brune transparente

I.2. Données pharmacocinétiques
Les données pharmacocinétiques du lactulose sont les suivantes :
e Biodisponibilité : mal absorbé (action locale).
e M:¢étabolisme : 100% dans le colon par les bactéries entériques [9].
e D¢but d’action : 8 a 48 h.
e Demi-vie biologique : 1,7 a2 h.

e Excrétion : fécale [10].
1.3. Données toxicologiques

Des tests de toxicités et d’écotoxicités ont révélé que le concentré du lactulose ne
présente aucun danger dans des conditions normales d’utilisation et de manipulation, que

¢a soit pour I’homme ou I’environnement, mais aussi pour le milieu aquatique [11].

L.4. Propriétés du lactulose
Le lactulose existe sous la forme solide (poudre) comme matiére premiere et sous forme
liquide comme produit fini, Lactulose MP et PF :
Les applications industrielles en pharmacie sont :
e Industrie de la mati¢re premiére : émanant de la chimie fine (méthodes chimiques)
ou biologique (méthodes enzymatiques) qui mets sur le marché le lactulose MP en

poudre cristalline blanche, ou liquide plus ou moins dense.

!
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e Industrie de Produit fini: lactulose en sirop dans des flacons en verre ou en
plastiques multi doses, munies de cuilléres de mesures en plastique graduées (2,5

ml, 5 ml) ou en sirop dans des sachets uni doses de Sml.
Les principales propriétés des deux formes sont résumées dans le tableau N°2 ci-dessous :

Tableau 2 : Propriétés du lactulose solide (MP) et liquide (PF) [12]

Lactulose liquide lactulose en poudre
Nom 4-0O-B-D-Galactopyranosyl-B-D-fructofuranose
Formule générale C12H»,01;
Masse molaire 95,0 - 105,0 95,0 - 102,0
(g/mol)
Aspect liquide limpide, visqueux incolore a | poudre cristalline blanche
jaune brun-pale
solubilité Miscible a I’eau soluble dans I’eau

I.5. Les formes cristallines du lactulose

Bien que le lactulose soit distribué¢ principalement sous forme de sirop, le lactulose pur
prend la forme de cristaux blancs anhydride ou tri hydrates [13]. Presque tous les cristaux
du lactulose commercialement disponibles sont de forme d’anhydre [14]. Les principales
propriétés physico-chimiques des deux formes cristallines sont données dans le tableau

N°3 ci-dessous :
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Tableau 3. Les propriétés physico-chimiques des deux formes cristallines du lactulose [S].

Geéneralites sur le lactulose

Parametres Trihydrate Anhydre
Formule C12H»,04:.3H,0 C12H2,0q4
Poids moléculaire 396 342
Lactulose 86,4% 100%
Eau cristallisation 13,6% 0%
Température de fusion 58-60°C 169°C

1.6. Mécanisme d’action du lactulose

Le lien B-glucosidique du lactulose ne peut pas étre hydrolysé par les enzymes
digestives des mammiferes [15], et donc le lactulose ingéré passe a I’estomac et I’intestin
gréle sans étre dégradé. Ce sucre est principalement utilisé par des bactéries bénéfiques
dans le tracte gastro-intestinal, comme les bifido-bactéries et les lactobacilles, son
utilisation comme source d’énergie par ces bactéries comporte la production d’acide
lactique, acétique et formique et aussi de dioxyde de carbone. Ces composés reconduisent

les fluides a I’intérieur de I’intestin et permettent de ramollir les excréments [16].

Pour le traitement de 1’encéphalopathie hépatique, le lactulose permet de « dégager »
I’ammonium du corps [17]. Le lactulose est métabolisé dans le colon par les bactéries qui
libereront des acides gras, ce qui comporte I’acidification du colon [18]. Ceci favorise la
formation de NH;* non absorbable a partir du NH;. Le NHj restera donc piégé (sous
forme de NH*, dans le colon) et il y aura réduction de la concentration de NH; dans le

plasma sanguin.
I.7. Application du lactulose

I.7.1 Applications dans I’industrie pharmaceutique

Dans le domaine pharmaceutique, le lactulose est principalement utilis¢ pour le
traitement de la constipation, de 1’encéphalopathie hépatique, des complications de la
maladie du foie et du syndrome du transport de salmonella ainsi que pour la prévention

des tumeurs et pour stimuler le systtme immunologique. Egalement, le lactulose a des
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effets anti-endotoxines ; il permet de maintenir des niveaux optimaux de la glycémie et

du taux d’insuline dans le sang [16].
1.7.2 Applications dans ’industrie alimentaire

Les applications du lactulose dans 1’industrie alimentaire sont :

e [l a été ajouté aux préparations pour nourrissons en tant que facteur « bifidus ».

Le lactulose peut étre utilis¢ comme édulcorants pour les diabétiques.

e Sa haute thermo stabilité dans des conditions acides est considérée comme une des
plus avantageuses caractéristiques et lui permet d'étre utilisé dans les aliments
acides tels que les jus de fruits.

e [l fournit des modifications utiles pour aromatiser des aliments et modifie les
caractéristiques physico-chimiques. Ce sucre posséde des propriétés qui sont
bénéfiques pour la santé¢ des consommateurs, notamment la capacité a améliorer la
sant¢ intestinale.

e Le lactulose a aussi des propriétés avec des effets souhaitables dans les produits
alimentaires tels que les propriétés améliorant la saveur [11, 19,14].

e Le lactulose a été utilis¢é pour augmenter la survie des souches pro-biotiques dans

le yaourt [20].
I.8. Caractérisation du lactulose

Le tableau suivant illustre les différentes méthodes utilisées pour la détermination du

lactulose.

Tableau 4 : différentes méthodes caractérisation du lactulose

Méthodes références
Electrophorese capillaire (EC) [21, 22]
Méthode d’analyse du flux [23, 24]
Chromatographie en phase gazeuse(CQG) [25-30]
Chromatographie gazeuse —spectroscopie de [31]
masse (CG-SM)

-



Partie théorique 1 Généralités sur le lactulose

Chromatographie liquide a haute [32 - 38]
performance (HPLC)
Chromatographie liquide —spectroscopie de [39-41]

masse (CL-SM)

Résonance magnétique nucléaire (RMN) (42, 43]
Meéthodes spectroscopique (UV/V) [44 - 49]
Chromatographie sur couche mince (CCM) [50,51]

1.9. Dosage du lactulose par spectrophotométrie UV/Vis

La méthode ¢tudiée est basée sur le fait que les autres oses présents dans le
lactulose liquide (glucose, galactose, tagatose) sont des aldohexoses, tandis que le fructose,
le produit de I’hydrolyse du lactulose, est une cétohexose, et cette différence dans les
groupements fonctionnels a été¢ exploitée pour la détermination du lactulose dans les
produits pharmaceutiques.

Le procédé est basé sur 1’hydrolyse du lactulose dans des conditions acides, le
produit de I’hydrolyse réagit avec le résorcinol ce qui donne des pics d’absorption dans
I’UV visible.

La méthode proposée est ponctué¢ en 3 étapes :

Etape 1

CH,OH CHOH  nydrolyse CH;OH
acide HOH.C O

0 N Y OH HO }—0
OH 0 KR OH OHO - — HO + (OH
N HCl CH,OH

OH CH,OH OH OH

Lactulose Fructose Galactose
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Dans la premicre étape, 1’acide chlorhydrique hydrolyse le lactulose en fructose et

Galactose ;

Etape 2

HOH,C _O OH

HO HCl 0]
CH,OH "7 ho () -

OH
Fructose Hydroxymethylfurfural

Dans la deuxiéme étape, le lactulose se dégrade en hydroxyméthylfurfural, parce
que durant la réaction de déshydratation des hexoses par 1’acide concentré, les cétoses
(fructose) sont transformées en hydroxyméthylfurfural plus rapidement que les aldoses

(glucose, galactose, tagatose).

HO 0 0
0
HO” () H+©\ .
OH

Hydroxymethylfurfural Resorcinol composé

rouge orangé CH,0H

Etape 3

Dans la derniére étape, 1’hydroxyméthylfurfural réagit avec le résorcinol donnant

un compos¢ de couleur rouge-orange [6].
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Introduction

Depuis la premicre synthese du lactulose, les recherches se sont multipliées pour
comprendre les mécanismes de la réaction, optimiser les conditions opératoires et
améliorer le rendement de la réaction et la qualité (pureté), Cependant, il est nécessaire de
controler les conditions opératoires; notamment la concentration du substrat, le pH du
milieu réactionnaire, la température et le temps de la réaction et ce pour avoir un taux

optimale de conversion de 1’aldose a une cétose [52].

I1.1. Mécanisme de base de la réaction d’isomérisation

Le processus est principalement basé sur 1’énolisation des composés carbonylés
connus en milieu basique comme la transformation de Lobry de Bruyn-Alberda Van
Ekenstein. Il s’agit de la migration d’un ion d’hydrogéne accompagnée du changement
d’une double liaison (Figure 2). La réaction atteint une phase quasi stationnaire (réaction
intermédiaire, forme enediol) en finissant sous forme d’une cétose. Les réactions sont
possibles par la présence d’un catalyseur chimique ou enzymatique [53].
Le lactulose est obtenu uniquement par I’isomérisation du lactose selon le mécanisme de

Lobry de Bruyn-van Ekentein comme il est expliqué dans la figure suivante :

lactose lactulose
CHZOH CHzCH O aH
CHzOH CHZOH
o CHpOH
CHOH
OH
_OH
OH

Figure 1 : Conversion du lactose en lactulose par le réarrangement de Lobry de Bruyn-van
Ekenstein [54]

Les méthodes employées pour la synthése de lactulose peuvent étre divisées en

deux principales voies chimiques et enzymatiques
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I1.2. Synthése chimique du lactulose

La technologie de production du lactulose est principalement basée sur la réaction
d'isomérisation du lactose dans les milieux alcalins. Le processus comprend la séparation
colteuse et étapes de purification pour éliminer les sous-produits. Un grand nombre de
catalyseur chimiques tels que 1’hydroxyde de calcium, I’hydroxyde de sodium, des amines
tertiaires, de ’aluminate, borate, efc. a €té utilis€é pour l'isomérisation du lactose en
lactulose. Le catalyseur utilisé pour la synthése du lactulose doit avoir des caractéristiques
attrayantes comme niveau maximum d'isomérisation avec une faible quantité¢ de sous-
produits, étre sans danger pour 1’environnement et non toxique, le colit du catalyseur doit

étre aussi bas possible, mais disponible, doit étre facile a enlever a partir du milieu [1].

Les catalyseurs pour la synthése chimique de lactulose peuvent étre divisés en trois
groupes principaux, les catalyseurs d’alcalinisation, des agents complexant et le processus

employant des catalyseurs ionique [52].

Le lactose et le lactulose sont deux isomeres (isomére de fonction), le tableau N°5 suivant

regroupe leurs principales propriétés.

Tableau 1 : Comparaison entre le lactose et le lactulose [55]

Lactulose Lactose
Nom UICPA 4-0O-B-D-Galactopyranosyl- B-D-galactopyrannosyl
D-fructofuranose (1—4) B-D-glucopyrannose
Aletobiose
isolactose Galactinum
Synonymes
D-lactulose Lactobiose
galactofructose Tablettose
Gal B (1—4) Glc
Apparence Solide blanc au gout sucré Poudre blanche cristalline
Formule brute C12H22011 C12H22011
Masse molaire 342,2965 + 0,0144 g/mol 342,2965 + 0,0144 g/mol

¢
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T® fusion 163 a 165 °C 223 °C

Solubilité Soluble dans l'eau Assez soluble dans 1’eau

I1.2.1. Isomérisation alcaline

Il est important de mentionner que la transformation du lactose en lactulose implique
la participation d’un accepteur de protons et que celui-ci est essentiel a la réaction. Les
méthodes conventionnelles usent des catalyseurs forts comme le Ca(OH) ,, NaOH, KOH
[1].

Une méthode utilisant le NaOH comme catalyseur a été décrite ; 10 % de lactose était
mélangé avec 0.5% d’hydroxyde de sodium pour avoir un pH de 11, a une température
¢égale a 70°c pendant 20 min.ma Le maximum de conversion atteint est de 20% [03].

Une autre méthode a été¢ développée, pour laquelle, une solution de lactose a 15-20%
¢tait mélangée avec 0,35-0,45% d’hydroxyde de calcium pour atteindre un pH de 11. Le
mélange était alors chauffé a 68-72°C pendant 15-20 minutes. La solution finale obtenue
avait un pH entre 8,8 et 9. Par la suite, la solution était neutralisée avec de 1’acide citrique
(jusqu’a un pH entre 5,5 et 6,5).

La diminution de pH s’effectuait pour éviter une dégradation auto-catalytique du
lactulose et pour faciliter une déminéralisation partielle de la solution finale au moyen de la
formation de citrate de calcium, facilement éliminé par une centrifugation postérieure. Une
opération additionnelle de déminéralisation avec des résines d’échange ionique était aussi

nécessaire [56].

I1.2.2. Isomérisation par les sépiolites
La sépiolite est un minéral du groupe des argiles a structure fibreuse, sa formule

générale retenue dans la littérature est Mg, Sic O5 (OH) , - 6(H,0).

Des taux de 20% de conversion de lactose en lactulose ont été obtenu a 90°C avec
une charge de catalyseur de 15g/L, en utilisant des bases fortes obtenues a partir de la

substitution du Mg?* des sépiolites par des ions alcalins (Li*, Na*, K* et Cs") [57].

En général, I’activité de la sépiolite de sodium est plus importante que celle de la

forme de potassium. Un 20% de formation de lactulose (1000 mg/100 ml), par rapport a la
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concentration initiale de lactose, a été obtenu apres 150 minutes de réaction en utilisant les
sépiolites de sodium. Dans ces conditions, 25% de dégradation de lactose ont été détecté
alors que des petites quantités d’épi-lactose et galactose étaient formées. Cette méthode
permet 1’obtention de lactulose a partir du pérméat du lait avec un rendement acceptable et

purification non compliquée [58].

I1.2.3. Isomérisation du lactose par les sulfites
La raison pour laquelle les sulfites et phosphates on été utilisés pour 1’isomérisation
du lactose est leurs caractéristique de prévenir I’oxydation des saccharides, et cela a des
hautes températures et a des fortes concentrations en lactose pour €viter la génération des

sous produits.

Des solutions de lactose a 60-65% et a des températures de 80-100°C peuvent étre
utilisées sous ces conditions. Les sulfites doivent étre ajoutés en proportion de 0,05-0,5M
par kg de lactose monohydrate. Par la suite, le mélange (solution de lactose et catalyseur)
est chauffé a la température de réaction. Quand la réaction arrive a la fin, la solution est
refroidie pour que le lactose résiduel soit cristallisé. Apres la cristallisation, la solution de
lactose/lactulose est traitée dans une résine d’échange ionique pour séparer le catalyseur
(sulfites) et les acides organiques. Apres cette opération, une autre partie du lactose est
cristallisée par refroidissement. Le produit final est un sirop avec 38,7% de lactulose. La
teneur finale en galactose et lactose est aux alentours de 8,2% et 3,8%, respectivement

[59].

D’autres méthodes sont aussi proposées, le catalyseur utilisé dans ces cas est un
mélange d’hydroxyde de sodium et de sulfite de sodium de 0,3-1% avec une concentration
de lactose de 60%. La réaction se fait a des températures de 75-80°C pendant 15 minutes.
Le taux d’isomérisation observé atteint 30%. D’autre part, le taux d’isomérisation peut
atteindre 40% en utilisant 0,7% de sulfite de sodium comme catalyseur. On cite aussi,
’utilisation d’hydroxyde de magnésium mélangé avec de I’hydro-sulphite de sodium dans
des solutions a 60-70%. La concentration de catalyseur dans ces cas est de 0,05-0,2% et

les températures de réaction sont de 90-100°C [60].

g
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I1.2.4. Isomérisation du lactose en utilisant les agents complexant

Un autre groupe de procédés utilise des réactifs de complexation tels que des
aluminates, ce qui facilite la réaction avec un minimum de réactions secondaires et
conduisent a un rendement ¢levé du lactulose en ¢liminant lactulose a partir du mélange
réactionnel a I'équilibre dans la forme d'un complexe. Cependant, ces catalyseurs ne sont
pas satisfaisants du point de vue industriel en raison de la difficult¢ de récupérer
I'aluminate. Aussi dans ces procédés un grand exces d'aluminate est nécessaire pour un
rendement optimal (60 a 70%). Dans ces cas, le catalyseur doit étre ajouté dans une

proportion de 0,5-4M par mole de lactose [61].

Le catalyseur (aluminate) doit étre ajouté a la solution de lactose et par la suite, le
mélange doit étre chauffé a des températures de 70°C pendant 40-60 minutes. Le catalyseur
est enlevé du milieu par cristallisation lors du refroidissement. A la fin de la réaction, la
solution est neutralisée avec 3-4N d’acide sulfurique pour maintenir le pH entre 4,5 et 8. 1l
y a formation d’une suspension d’hydroxyde d’aluminium qui est retirée par centrifugation

puis traitée par une membrane [03].

Une autre méthode employant la triéthylamine avec 1’acide borique comme
catalyseurs était développée ; 5% de lactose était mélangée avec 0.89% d’acide borique
dans 100 ml d’eau distillé, et le pH ajouté avec 6ml de la triéthylamine, le mélangé était
alors chauffé¢ a 70°C pendant 4H, Des opérations de purification par échange ionique,
cristallisation, pasteurisation sont nécessaires. Dans ces cas, des rendements

d’isomérisation de 87% peuvent étre obtenus [62,63].

I1.2.5. Isomérisation du lactose par une résine d’échange ionique

La production de lactulose conventionnelle requiert 1’utilisation de divers produits
chimiques (hydroxyde, borates, aluminates, etc.) et des procédés de purification par des
résines d’échange ionique. Des résines d’échange d’anion ont été employées pour
intensifier I’isomérisation du lactose en lactulose en exploitant I’échange d’ions OH- entre
les solutions en réaction et les résines. Les avantages de 1’utilisation de résines d’échange

ionique au lieu des réactions chimique employées jusqu'a maintenant sont [64] :
e Le procédé d’isomérisation ne nécessite pas 1’ajout d’un catalyseur.

e L’¢tape de déminéralisation n’est pas recommandée (annulée).

.
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e Ne nécessite pas d’opérations de purification additionnelles pour séparer les

produits de dégradation du produit final.

e Le processus est plus rentable par comparaison aux méthodes traditionnelles.
Le lactulose produit par cette technologie peut étre employé dans les aliments pour

enfants et dans les aliments spécialisés ou les bifidus-bactéries sont introduites [65].

I1.2.6. Isomérisation du lactose par éléctroactivation

L’¢lectro- activation est une technologie novatrice pour 1’isomérisation du lactose
en lactulose c’est une technique en cours de développement avec un procédé efficace
pour une production rationnelle et peu colteuse du lactulose. La technologie est basée sur
des connaissances fondamentales en électrochimie et en chimie d’isomérisation du lactose
en lactulose. Le réacteur d’¢léctroactivation est composé de trois compartiments dont les
deux aux extrémités sont liés a un générateur de courant continu et représentent la section

anodique et cathodique, respectivement.

Les variables indépendantes sont la concentration du lactose dans le compartiment
cathodique (5 et 10%), I’intensité du courant électrique appliqué au systéme (100 et 200

mA), et le temps d’¢léctroactivation qui variait de 0-60 min.

Apres 60 min d’¢léctroactivation a température ambiante (23 = 1°C), 25% de
rendement d’électro-isomérisation ont été obtenu. En excluant le lactose, la pureté¢ du
produit final était de 96,28%. En outre, aucune formation d’epilactose n’a été observée. De
facon non systématique, le galactose a été¢ détecté dans certains échantillons (<1,5%) et
seulement quelques traces de fructose ont été observées (<0,31%). La résistance €lectrique
globale du réacteur d’¢léctroactivation diminuait avec [’augmentation du temps
d'éléctroactivation, indiquant une grande efficacité énergétique de cette nouvelle

technologie d’isomérisation du lactose en lactulose [54].

I1.3. Synthése enzymatique
Le lactulose peut étre généré enzymatiquement par le réarrangement moléculaire
des structures du lactose ou par la condensation du galactose et du fructose. La synthese
enzymatique du lactulose est normalement effectuée par des enzymes B-galactosidases et
glycosidases. La [-galactosidase est un biocatalyseur pour la réaction de tranglicosilation

et aussi pour la synthése des dérivés du lactose qui incluent les galacto-oligosaccharides.
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Cette enzyme peut étre obtenue a partir de plusieurs sources (microorganismes, plantes et

animaux). Cependant, les propriétés different beaucoup selon la nature de I’enzyme. Les

enzymes d’origine animale ou végétale possedent une faible valeur commerciale tandis que

plusieurs [-galactosidases microbiennes ont un intérét technologique. De plus, les

microorganismes offrent plusieurs avantages comme une facile manipulation, un taux de

multiplication élevé et un haut rendement de production de cette enzyme comparé a

d’autres sources. Les différentes études effectuées jusqu’a présent montrent qu’avec la

synthése enzymatique, on peut atteindre des rendements de syntheése de lactulose allant de

4344 % [66].

Les principales méthodes d’isomérisation de lactose sont récapitulées dans le tableau ci-

dessous :

Tableau 6 : Tableau récapitulatif des principales méthodes d’isomérisation du lactose

méthodes catalyseurs avantages Inconvénients Conditions Purification Référen
ces
Isoménisationdu | Ca(OH): + Disponibilité du s Un faible v 15:20%de Résine echangeuse d'ions | [36]
lactosepar catalyseur rendement lactose
I'hydroxyde de » Punificationnen v G2.72°C
calcm complique v 03304%%
duCa(OH)2
Isoménsationde | Mgd5i6013( | » Rendement ¢ U'indisponibilité |» 90°C Reésine échangeuses [37]
lactoseen OH)26H:0 acceptableet ducatalyseurvu o 13g/mldes d'ions
lactuloseutilisant | substitué par purificationnon sa faible sépiolites de
les sépiolites desions compliquée, production sodnum
alealns (1", | » Fonmationde » 15min
Na" K'etCs7) | 10giml dulactulose
lsoménisationdu | Sulphites s Les sulphites s procédé de v 60%de Résine echangeuse d'ions | [39]
lactozeen (0:8) prévienment purification lactose
lactuloseparles l'oxydation des pénible v 75-80°C
sulphites disacchanides o lateneur finaleen |0 0.7%des
¢ Un rendement de galactose est de sulphites de
40% §1%etdelactose |  sodhmmkgde
a3.8% lactose
Isoménsationdu | NaAlOH): | # Unrendementde | » Unegande » 10%de Centrifugation 03]
lactose en 68-70% quantité lactose Résine échangeuse d'ions
lactuloseparles d'alurninates » 70%
ahminates de + Elimination + 40-60min
sodium difficile des
aliminates o 1 3%du
+ Formation du NaAlO;
galactose et
tagatose
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mathodaz catalyssurs Fvantazaz Tnconaniants Conditions Purification Fafar=n
02
[=0marization da Fasins slarszinachaszala | o formationds s 150e'ml du Rasina da [&4]
actossnm an AFDI03 prodit oo qui fructosa lactoss deminaralization acide at
lactulose 41 aids diminuaza « méthoda » 250g'mlgu | basigue
i"uma resina dézradarion complexa lactosirum ep | Contrifization
gz d'anion »Un r=ndemant da nacessita un poudsz
amant basigus 36% DESI3ES DA UnS » Lactossrum
daminaralization liguida
du lactossrem concamta 4
18%
Isomarizationdz | MaQH s Tachmiqua tras s randement trds » 10%4lactosa Fesin= IR-12{MH") [05]
lactosz=n simpla faibla 20-25% s DH=116 Diztillation 3 basza
lactulosa en o Apparition daz s 1.5%a0H presziom
employant produits da » TORC Roazina catiomigue
Uhrdromyds d2 dagratation fa] #1h
sodivm guala galactoss
atacidaizo
saccharinigua.
Izomarization dz | NaDH— s Un randemant da s Lzlaciuloss » 10%tlactose | Memboanz [%3]
lactozs an HEBO; Ti-B0% formaun # 15%acida
lactuless utilizant complaxs avac beorigue {avac
Iarida boriqua at las bogatas LI DO
I'hrdromyda da difficilsment molsirs =1}
sodivm sél]:-arable '
Tsomanization da FLzactaur s Tachnologia » 3-10%4lactosa Fesineachangmuza [54]
[lactosaan lactuloss | d'dlactrosctiv | Procads efficacs irraalizahls o 100-200ma | dions
Ea_i atiom composd | wume production industrisllsment | w 23°C
alactroactivation datrods rationnalls ot pau » [-50min
compartimsent coutswEa
§ SSpares par sina prrsts da D%
um= fesina s aucuns formation
schangsues d'épi-lactnsa
o #la purification sst
uns Staps incluss
dams lasynthaza
{zimultanass)
Izomarizationds | M{CH:CH:)e s T0PC Fazina IR-120{H"
lactosaparliacida | + H:Bo; # Un rendemant da » Durification s 4h Distillation a basss [62,63]
boriquestla 273 complaa |« PE=11 pr=ssion
tristhylamina at Foazina cariondgus {dawex
CoUtaEa AG50re-x ) 2ous forme
da calcivm dizsouts dans
L'zan
Mathanol sbeolu
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Introduction

Dans notre ¢tude nous nous sommes intéressées au lactulose qui est un disaccharide
utilis¢ dans I’industrie pharmaceutique comme laxatif et il intéresse aussi le domaine
agroalimentaire puisqu’il est appliqué dans des préparations commerciales pour
nourrissons et dans divers produits laitiers, car il favorise la prolifération de bactéries utiles
pour la santé¢ humaine comme les bifidus-bactéries intestinales et les bactéries lactiques. Sa
décomposition bactérienne crée un milieu acide qui inhibe la croissance des bactéries
indésirables ou nuisibles a la santé humaine ou animale [67]. De ce fait, sa production
localement permet la diminution de l'enveloppe de l'importation et satisfaction locale d'une

dizaine de produits sur le marché.

Le présent projet vise a trouver une méthode de synthése du lactulose, simple, rentable,
faisable, non toxique, non couteuse et facile a appliquer sur le terrain. Pour cela, nous

avons suivi trois étapes principales :

e Larecherche et synthese bibliographique qui a pris une partie importante du travail

e Les essais préliminaires pour le choix de la méthode de synthese du lactulose.

e Sélection de la méthode de synthese et caractérisation des essais, selon la faisabilité
technique et en se basant sur les moyens de bord de la faculté des sciences de

I'"UMMTO

e Traitement, discussions et interprétation des résultats.

III.1. Matériels, réactifs et matiéres premieres utilisés

III. 1.1. Produits et matieres

» Lactulose FK, cristallisé (utilis¢é comme étalon de référence)
e Lot:27S106113
e Fournisseur : fresenius KABI AUSTRIA GMBH- Italie
e Provenance : EURL TSPPA
» Lactose monohydrate (utilis¢é comme substance d'origine pour la synthése du
lactulose)
e Lot:12084

e Fournisseur : Saidal pharmal
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e Provenance : EURL TSPPA

Lactulose sirop du commerce (utilis¢ comme témoin : sirop de lactulose a 66,7 %)

e EZILAX 10g/15ml
e Fabricant : laboratoire EL KINDI
e Lot:ES558

II1.1.2. Réactifs

Résorcinol 99% PS
e Lot: 0000202067
e Fournisseur : PANREAC Sintesis
e Provenance : SARL AGD Pharm
L’acide chlorhydrique 36.5-38% (HCI)
L’hydroxyde de sodium (NaOH)
L’hydroxyde de calcium (Ca(OH) )
La triéthylamine (N(CH,CH3)3)
Acide borique (H;BO;)
Acide citrique (CsHgO5)
Acide sulfurique (H,SO,)
Aluminates de sodium (NaAlO,)

II1.1.3. Matériel

II1.1.3.1. Matériel de préparation
Hotte SORBONNE
Bain marie MEMMERT
pH metre HANNA
Balance analytique
Hotte a glace
Agitateur magnétique
Centrifugeuse
I11.1.3.2. Matériel de caractérisation
Spectrophotomeétre UV-Visible ZUZI
pH metre HANNA
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II1.1.4. Verreries

Fioles jaugées Sml, 10ml, 25ml, 50ml, 100ml, 250ml
Eprouvette 100ml

Entonnoir

Pycnométres Sml, 10ml

Pipettes jaugées Sml, 10ml, 25ml

Micropipette

Béchers

YV V. V V V V V V

Tubes a essais

I11.2. Méthodes

Le produit objet de notre ¢tude est le lactulose autant que matiere premiere et produit

fini. Il est connu par son action laxative et dans le traitement de l'encéphalopathie

hépatique.

II1.2.1. Présentation des produits a base du lactulose
Les produits finis existants sur le marché national sont:
Princeps :
e DUPHALAC® dosé 66.7% de SOLVAY pharma qui se présente sous
forme de sachet buvable,
Génériques :
e EZILAX® de EL KENDI 10g/15ml, Lactulose-AGD® 66.7%, qui se
présentent sous la forme galénique sirop, INPHALAC® de INPHA MEDIS
dosé¢ a 60.6% et le LACTULOSE LPA® dosé¢ a 66.7% qui se présentent se

forme de solution buvable.

Les résultats de caractérisation des essais de synthése du lactulose réalisés ont été

comparés aux spécifications du produit EZILAX® qui a servi comme témoin et référence.

I11.2.2. Démarche de synthése du Lactulose
La particularité qu’a le lactulose par rapport aux autres produits pharmaceutiques,
c'est que sa synthese permet l'obtention de la matieére premiere et du produit fini sous forme

de sirop.

-
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Il existe plusieurs fournisseurs de mati¢res premicres dans le monde, et chaque
fournisseur exploite un procédé de synthése particulier (chimique, enzymatique,
biologique...). La différence réside dans le rendement et les impuretés qui découlent du
procédé de fabrication suivi.

Nous avons essayé de produire le lactulose avec les moyens disponibles au niveau
du notre département. La démarche entreprise pour la synthése du lactulose pour

application pharmaceutique réside dans ce qui suit :

1) Etude préliminaire par :
% Vérification de la méthode de dosage permettant de caractériser nos
produits ; et par la suite la réalisation de plusieurs syntheses chimiques :
¢ Isomérisation par 1’hydroxyde de sodium NaOH [03], et I’hydroxyde de
calcium Ca(OH) , [56], comme agents alcalins ;
% Isomérisation par les aluminates de sodium NaAlO, [03], la triéthylamine
N(CH,CHs;); et I’acide borique H;BO3 [62,63] comme agents complexant
2) Syntheése chimique en utilisant le NaOH (la plus utilisée mondialement) en faisant
varier le taux de catalyseur et la concentration initiale du lactose;
3) Synthese chimique en utilisant le Ca(OH) , en faisant varier le taux de catalyseur et
la concentration initiale du lactose;
4) Caractérisation des produits: Identification du lactulose par la colorimétrie, densité,

pH et dosage par spectrophotométrie UV/Vis [68].

I11.2.3. Essais préliminaires

I11.2.3.1. Dosage du lactulose

La méthode préconisée par la pharmacopée, pour le dosage du lactulose, est la
chromatographie liquide a haute performance couplée a un détecteur réfractométrique car
elle est la plus recommandée pour le dosage des sucres.

Vu que I’HPLC munie d'un réfractomeétre n'est pas disponible (disponible chez 2 voire
3 industries en Algérie uniquement), nous avons utilisé la méthode par spectrophotométrie
UV/Vis validée dans un travail antérieur réalisé par les stagiaires de 'UMMTO promotion
2013/2014 [69].

La spectrophotométrie d’absorption dans I’UV et le visible est une méthode physique

d’analyse non destructive trés couramment utilisée dans les laboratoires d’analyses. Elle

-
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est basée sur ’absorption des radiations lumineuses de longueur d’ondes déterminées.
D’une maniére générale, elle apporte peu d’informations structurales mais elle a en
revanche beaucoup d’applications dans 1’analyse quantitative.

Les calculs de concentration qui découlent de la loi de Beer et Lambert ont donné
naissance a la méthode connue sous le terme de colorimétrie. Cette méthode apparait
comme un cheval de labour de tout laboratoire d’analyses. Celle-ci s’applique non
seulement aux composés qui possedent un spectre d’absorption dans le visible mais aussi a
ceux qui conduisent au moyen d’un réactif a un dérivé permettant une mesure

d’absorbance [70].

I11.2.3.2 Principe du dosage du lactulose par spectrophotométrie UV/Vis
Afin de vérifier la fiabilit¢ des résultats a obtenir par la méthode de dosage par
spectrophotométrie UV/Vis, nous avons vérifi¢ la gamme de linéarité¢ de la méthode. Pour
cela, nous avons procédé aux étapes suivantes
I11.2.3.2.1 Préparations des solutions
e Préparation de la solution du résorcinol (0,05%)
v’ Peser 0,05g du résorcinol

v Dissoudre dans 100ml du HCI concentré (38%)
I11.2.3.2.2 Préparation de la solution standard

v Dissoudre 0,5 g (500mg) de lactulose en poudre dans 100 ml d’eau
distillée. Pour obtenir une solution de 5000pg/ml.

v’ Préparer a partir de la solution mére 5 solutions de différentes

concentrations : 125, 250, 375,500 et 625 pg/ml comme décrits dans la

figure N°3

Prélever 5 ml de chacune des cing solutions ;

Ajouter 4ml de résorcinol-HCI (38%)

Chauffer a 70°C pendant 18 min

Refroidir a I’aire libre puis dans une eau froide a 20°C.

AU NEE N NN

Doser par la spectroscopie UV/visible a une langueur £=480nm, et lire
les valeurs d’absorbance.
v" Les dilutions effectuées pour le dosage sont portées dans la figure N°03

sulvante:

g
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Solution de lactose 0.5g/ml
5 ml 15 ml 20mi 25ml
Fiole de Fiole de Fiole de Fiole de
Fiole de 100ml 100ml 100m 100ml
100ml
; Prélever Prélever
Prélever Prélever Prélever
25ml 25ml 25ml
25ml 25ml
k. k.
Fiole de Fiole de Fiole de Fiole de Fiole de
S0m S0m soml S0m 50ml
(125ug/ (250ug/ (375pg/ (500pg/ml | | (625ug/
mil} mil ml} : mi)

Figure 3 : Protocole expérimentale pour le dosage du lactulose standards

II1.3. Calcul des concentrations de lactulose

A partir des DO obtenues (standard et échantillons), nous avons procédé¢ au calcul des

concentrations en lactulose pour chaque essai, en illustrant les équations suivantes :

Concentration échantillon en pg/ml C1= (DO¢ch/DO¢)*(PEy/PEcch)
Concentration échantillon en g/100ml C,=(Cy/ 109*100
Concentration initiale en lactose Co g/100ml

Ol :

v DO, absorbance du standard
v" DO,y absorbance de I'échantillon ;

v CO0 concentration initiale de I'échantillon (g/100ml) ;

0
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v" C | est la concentration de lactulose avant dilution.
v' PE., : prise d'essai échantillon dont les dilutions effectuées sont en fonction de la
méthode

v' PE,: prise essai étalon, dont on a pris la valeur 375 pg/ml pour une DO de 0,547.
Le rendement est calculé par la formule suivante : R % = (C,/Cy) * 100

Les résultats de la courbe d’étalonnage dans I’intervalle de linéarité (125-

625ng/ml) sont présentés dans la partie résultats et discussions.
I11.4. Essais préliminaires de synthese du lactulose

Afin de trouver le catalyseur qui donne le meilleur rendement, nous avons reproduit
quatre méthodes. Ces expériences ont été réalisées avec quatre différents catalyseurs tels
que I’hydroxyde de sodium (NaOH) [03], hydroxyde de calcium (CaOH,) [S6], acide
borique (H3BOs) avec la triéthylamine [62,63 ], et enfin avec les aluminates de sodium
(Al,NaO,) [03], telles que décrites dans la littérature, les protocoles suivis sont décrits

comme suit:

II1.4.1. Isomérisation de lactose en lactulose par ’hydroxyde de calcium Ca(OH) ,

La réalisation de cette synthése est comme suit :

v Peser 15g de lactose dans une fiole de 100ml, compléter avec 1’eau
distillée au trait de jauge (S1).

v" Peser 0,35 g du Ca(OH) , dans une fiole de 100ml, compléter avec 1’eau
distillée au trait de jauge (S2).

v Ajuster le pH a 11,04 de la solution de lactose (S1) avec I’hydroxyde de
calcium (S2).

v" Chauffer pendant 40min sous reflux a 68°C - 72°C sous une forte
agitation.

v’ Laisser refroidir dans un bain de glace pendant quelques minutes.

v" Neutraliser le sirop obtenu avec quelques gouttes d’une solution
saturée d’acide citrique et vérifier que la valeur du pH soit entre 5,5 et
6,5.

v Centrifuger pendant 1h, sous une vitesse de 3000t/min, le mélange

réactionnel afin d’éliminer le complexe de citrate de calcium.

-
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v
v

Filtrer a ’aide d’un papier filtre.
Controler le filtrat: test d'identification, dosage, densité et pH. Les

résultats sont portés dans la partie résultats et discussions.

I1.4.2 Isomérisation de lactose en lactulose par I’hydroxyde de sodium NaOH

Pour cette synthése:

v

(\

AU NEENEEN

Peser 10g de lactose dans une fiole de 100ml, compléter avec 1’eau

distillée jusqu’au trait de jauge (S'1).

Peser 1,5¢ d° NaOH dans une fiole de 100 compléter avec 1’eau

distillée jusqu’au trait de jauge (S'2).

Verser la solution de lactose (S'1) dans un erlenmeyer et ajuster le pH a

11,014 avec 6,7ml de la solution (S'2) de I’hydroxyde de sodium
Chauffer sous reflux pendant 30min a 65°C-70°C £ 0,5

Laisser quelques minutes dans un bain de glace pour refroidir
Neutraliser ensuite le sirop obtenu avec 4 gouttes du HCI concentré

Controler le sirop obtenu : test d'identification, dosage, densité et pH.

Les résultats sont portés dans la partie résultats et discussions.

I11.4.3 Isomérisation de lactose en lactulose par ’acide borique et la triéthylamine

Le protocole de cette synthése consiste a :

v
v
v

\

Peser 5g du lactose

Peser 0,89¢g d’acide borique

Mélanger les deux masses dans une fiole de 100ml, ajuster avec 1’eau
distillée au trait de jauge (S"1).

Ajuster le pH a 11,09 de la solution (S"1) avec 6ml de la triéthylamine.
Chauffer la solution obtenue pendant 4h sous reflux a une température
de 67,5°C £ 0,5.

Laisser refroidir dans un bain de glace pendant quelques minutes.
Mesurer la valeur du pH

Controler le produit obtenu : test d'identification, dosage, densité et pH.

Les résultats sont portés dans la partie résultats et discussions.

-
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I11.4.4. Isomérisation de lactose en lactulose par les aluminates de sodium NaAlQO,

Avec cette méthode de syntheése :

v

v
v

Peser 10g du lactose dans une fiole de 100 ml, compléter avec 1’eau

distillée au trait de jauge (S"'1).

Peser 1,5g d’aluminates de sodium dans une fiole de 100ml (S"'2)

dans un erlenmeyer verser doucement la solution (S"'2) dans la solution (S"'1)
jusqu’a obtention d’un pH=11

Chauffer a 65-70°C pendant 30 min sous reflux.

Neutraliser le sirop obtenu avec 3ml d’acide sulfurique afin d’avoir un précipité
d’aluminate avec ’acide sulfurique.

Centrifuger pendant 1h a 3000t/min.

Filtrer ensuite a 1’aide d’un papier filtre pour éliminer le complexe

forme.

Controler le produit obtenu : test d'identification, dosage, densit¢ et pH. Les

résultats sont portés dans la partie résultats et discussions.

II1.5. Tests de caractérisation effectués sur les essais préliminaires

Les solutions de lactulose obtenues ont ét¢ soumises aux contrdles usuels appliqués sur

les formes liquides telles que les sirops.

La liste des tests sont présentés ci-dessous :

Aspect
Test d’identification du lactulose
Mesure du Ph.

Mesure de la densité

NN

Dosage du lactulose par la spectroscopie UV/Vis (en se référant a la méthode de

dosage validée précédemment [69]

Les protocoles des contrdles effectués sur les sirops de lactulose obtenus sont décrits comme

suit:

0
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IIL.5.1 Aspect

Le contréle de l'aspect se fait par une appréciation visuelle de la couleur et
I'absence de particules en suspensions. L'aspect des solutions obtenues est comparé a
I'aspect du témoin (lactulose du commerce EZILAX®) qui présente une solution limpide,

transparente visqueuse de couleur jaune clair a brun.

II1.5.2 Densité
Peser un pycnometre de volume connu Ve vide (m,),
Peser le méme pycnometre rempli de la solution étudiée (m,)

Le calcul de la densité se fait par la formule suivante :

d= (mz'ml)/ Vpic

I11.5.3 Mesure du pH

Commencer par €étalonnage du pH meétre puis plonger ’électrode dans la solution a

étudier, une fois refroidis et lire la valeur qui s’affiche.

I11.5.4 Test d’identification du lactulose
Le but du test d’identification est de s’assurer de la présence du lactulose dans nos
solutions. Le protocole a suivre pour l'identification du lactulose est décrit dans la

pharmacopée européenne [12]
Les principales étapes sont :

A 0,25 g de lactulose liquide, ajoutez 5 ml d’eau R et 5 ml d’ammoniaque R. Chauffez

dans un bain-marie a 80 °C pendant 10 min. Il se développe une coloration rouge.

Spécifications selon la pharmacopée: la présence du lactulose est caractérisée par la

coloration rouge du mélange apres chauffage.

II1.5.5 Dosage du lactulose

Le protocole de dosage suivi est le méme que celui appliquer pour la vérification de la

gamme d'étalonnage.

Les étapes du dosage sont comme suit




Partie expérimentale 1 Matieres, Matériels et Méthodes

Procéder a des dilutions des solutions comme l'indique la figure 4
Prélever 5 ml de chacune des quatre solutions ;

Ajouter 4ml de résorcinol-HCl

Chauffer a 70°C pendant 18 min

Refroidir a I’aire libre puis dans une eau froide a 20°C.

I N N N NN

Doser par la spectrophotométrie UV/ visible a une langueur d'onde £=480nm. Les
dilutions pratiquées pour chaque méthode d'isomérisation sont présentées dans la

figure N° 4 suivante :

solution synthétisee
par Facide borigue
et la triet hylamine

Solution synthetisee
awec les aluminates

de sodium
Prelever -
=l Frelever
)]
Sl
Prelever prélever
Sl =ml

solution synthétisée

I| ‘_

solution synthétisée

par le Ca[OH) 2 parle MaOH
Prelever Prelever
Sl Sl

th

Prelever
Sl

Y

Figure 4 : Dilutions effectuées pour le dosage des essais préliminaires de synthése du

lactulose.
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D’aprées les résultats obtenus, que nous allons voir dans le chapitre résultats et
discussions et d’aprés la disponibilité des réactifs et faisabilité technique de chaque
méthode, nous avons opté pour I’é¢tude de la synthése du lactulose par la méthode
d’isomérisation de lactose en lactulose en utilisant comme catalyseurs, I’hydroxyde de

sodium et ce pour les raisons suivantes:

e Sa disponibilité en grande quantité

o La faisabilité technique relative a la purification du sirop obtenu qui nécessite
une résine d’échange ionique,

e Le temps de réaction est minime, tel qu’il était optimisé dans la littérature " 20
min",

e La faible toxicité de NaOH quant aux autres réactifs et catalyseurs.

e Le cout faible par rapport aux autres catalyseurs

II1.6. Synthese du lactulose par isomérisation du lactose en utilisant le

NaOH

Afin d'obtenir le meilleur rendement lors de la synthése du lactulose par le NaOH,
nous avons réalisé plusieurs essais en faisant varier le taux initial du lactose (entre 5 a 30
%) et le taux du catalyseur NaOH (entre 0,125 et 1,5%). Les quantités en pourcentage

massique du lactose et du NaOH utilisés sont présentées dans Le tableau N°7

Tableau 7 : Différents pourcentages préparés avec le Na(OH) pour la synthése du lactulose

Solutions Quantité du lactose (%) Quantité Na(OH) (%)

1 2,5 0,125
2 5 0,25
3 7,5 0,375
4 10 0,50
5 12,5 0,625
6 15 0,75
7 17,5 0,875
8 20 1

9 22,5 1,125

=
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Le protocole de synthese suivi est donné par une explication du premier exemple avec le

Matieres, Materiels et Methodes

10 25 1,25
11 27,5 1,375
12 30 1,50

Na(OH).

v

Peser 2,5g de lactose et 0,125g du NaOH afin d’avoir un ratio NaOH / lactose de

0,05

Verser les masses dans une fiole de 100ml, remplir avec 1’eau distillée jusqu’au

trait de jauge.

Verser la solution dans un tube a essai en verre.

Chauffer pendant 20min a 70°C dans le bain Marrie.

Arréter la réaction en plongeant le produit dans un bain de glace.

Neutraliser avec une solution d’acide chlorhydrique.

Controler le sirop obtenu :
colorimétrique, Mesure du pH et de la densité a ’aide d’un pycnométre, le dosage

par la spectrophotométrie UV/vis tels qu’ils sont décrits précédemment pour les

test d’identification du lactulose par la méthode

essais préliminaires en suivant les dilutions expliquées dans le schéma ci- apres:

Les onze autres essais ont été mené avec le NaOH dans les mémes conditions de

température et du temps et ce en gardant le méme ratio lactose/ NaOH,

£
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1mil 1mi imi ‘ imil 1mil iml
Fiole de Fiole de Fiole de Fiole de Fiole de Fiole de
25mi 25mi 25ml 25ml 25mil 25ml
1ml 1ml 1mi 1ml 1ml 1ml
Figle de Fiole de Fiole de Figle de Fiole de Fiole de
25ml 25ml 25ml 25ml 25ml 25ml
1ml 1ml 1mi 1ml 1ml 1ml
Fiole de Fiole de Fiole de Fiole de Fiole de Fiole de
10m 10ml 10ml 10ml 10ml 10ml

Figure 5: Les différentes dilutions pour le dosage des essais de synthese du lactulose par

la méthode d'isomérisation par le NaOH

Un autre agent alcalin (hydroxyde de calcium Ca(OH) ;) été retenu pour la synthése

chimique du lactulose.

IT1.7. Synthese du lactulose par isomérisation du lactose en utilisant le
Ca(OH),

Comme pour la méthode de synthése du lactulose par isomérisation du lactose par
le NaOH, nous avons opté pour un autre catalyseur un peu plus cher que le NaOH, mais il
disponible en quantité suffisante dans notre laboratoire, et permet une isomérisation rapide

et stire avec un faible risque de toxicité comparant a I’agent complexant.

Le protocole de synthése suivi est donné par une explication du premier exemple

avec le Ca(OH), .

v’ Peser 2,5g de lactose et 0,058g du Ca(OH), afin d’avoir un ratio lactose/ Ca(OH),
de 0,02
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v Verser les masses dans une fiole de 100ml, remplir avec ’eau distillée jusqu’au
trait de jauge.

Verser la solution dans un tube a essai en verre

v

v’ Chauffer pendant 20min a 70°C dans le bain Marrie
v Aprés isomérisation, refroidir dans un bain de glace
v

Neutraliser avec la solution saturée d’acide citrique

Faire de méme pour les onze autres essais, en maintenant les mémes conditions

opératoires (température et pH, et ratio lactose / Ca(OH) , constant).

Les masses de lactose et Ca(OH) , que nous avons pris sont représentés dans le

tableau N°8 (ci-dessous) les valeurs sont données en pourcentage.

Tableau 8 : Différents pourcentages préparés avec le Ca(OH) ; pour la synthése du

lactulose
solutions Quantité de lactose(%) Quantité du CaOHy(%)

1 2,5 0,058
2 5 0,116
3 7,5 0,175
4 10 0,234
5 12,5 0,292
6 15 0,35
7 17,5 0,408
8 20 0,466
9 22,5 0,525
10 25 0,584
11 27,5 0,641
12 30 0,7

Pour s’assurer de la formation de lactulose dans nos échantillons et pour le quantifier,

nous avons effectué les tests cités précédemment :

v" Test d’identification ;




Partie expérimentale 1 Matieres, Matériels et Méthodes

v" Mesure de pH et densité ;
v' Dosage par la spectroscopie UV/vis dont les dilutions des 12 solutions sont

expliquées par la figure 6 ci-contre :

=TT

2.5ml 2.5ml | 2.5ml | 2.5ml

eml
Fiole de Fiole de Figle de Figle de Fiole de Fiole de
100mi 100m| 100ml 100ml 100m| 100mi
10ml Sml sml Sl
Fiole de Fiole de Fiole de Fiole de
50ml 50ml S0ml 50ml

1ml iml
Fiole de Fiole de Fiole de Fiole de Fiole de Fiole de
100ml 100 100 100ml 25ml 10mi
Sml Sml 5l Sl 1ml | 1l
Fiole de Fiole de Fiole de Fiole de Fiole de Fiole de
50mi S0ml soml 50ml 10mi 10ml

Figure 6 : Schéma des différentes dilutions pour le dosage des essais de syntheése du

lactulose par la méthode d'isomérisation par le Ca(OH) ,
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IV.1 Vérification de la fiabilité de la méthode du dosage (étalonnage)
e Courbe d’étalonnage
Le dosage du lactulose par le spectrophotomeétre UV/Vis nous a permis de réaliser
une courbe d’étalonnage qu’on utilise par la suite dans la détermination de la concentration
du lactulose dans chaque solution préparée.
La figure N°7 présente la courbe d'étalonnage pour les concentrations : 125, 250,

375, 500, 625pg/ml.

courbe d'étalonnage
y=0,0014x

1 R?=0,9969

y S
P
| S

A

/ — Linéaire (A)
0,3 d##,ff
0,2

01

absorbance
=
[=}]

[=] [=]
= [R5]

0 100 200 300 400 500 600 700
concentration (pg/ml)

Figure 7 : courbe linéaire d’étalonnage du standard du lactulose

L’équation de la droite A= f ([C]) est: Y= 0.0014X, avec un coefficient de
corrélation R = 0.9969
Nous avons un coefficient de corrélation s'approchant de (1), ce qui nous permet

de s'engager dans 1'exploitation de la méthode par spectrophotométrie UV/Vis.
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IV.2. Les résultats de caractérisation du lactulose dans les essais

préliminaire

IV.2.1. Résultats de I'aspect

Les solutions obtenues a partir des essais préliminaires en utilisant les 4 méthodes

de synthese de lactulose présentent les résultats suivants (cf. tableau N° 9):

Tableau 9 : Aspects des solutions issues des essais préliminaires de synthése du lactulose

Méthode Aspect

Normes Solution limpide a jaune claire, visqueuse

Solution de standard de lactulose Solution limpide et transparente

dans l'eau

Solution du sirop du commerce

Solution limpide jaune claire, trés visqueuse

Figure 8 : Aspect du sirop du commerce du

lactulose EZILAX®

Isomérisation du lactose en Solution de couleur miel, peu visqueuse

lactulose par le catalyseur(NaOH)

Figure 9 : Aspect de la solution de lactulose

synthétisé par le NaOH

Isomérisation par Solution brune, limpide, peu visqueuse

triéthylamine (N(CH,CHj3;);) et

acide borique (H;BO;)
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Figure 10 : Aspect de la solution de lactulose

synthétisée par la trié¢thylamine et I’acide borique.

Isomérisation par les aluminates Solution limpide, jaune claire et peu visqueuse

(NaAlO,)

Figure 11 : Aspect de la solution de lactulose

synthétise par les aluminates de sodium.

Isomérisation avec ’hydroxyde de | Solution limpide de couleur miel, peu visqueuse

calcium(CaOH,)

k §

Figure 12 : Aspect de la solution de lactulose

synthétisée par I’hydroxyde de calcium.

Toutes les solutions obtenues sont limpides, peu visqueuses et colorées. La coloration
varie du jaune claire au brun foncé et ce en fonction de la méthode de synthese du lactulose

utilisée.

E
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IV.2.2 Test d’identification du lactulose dans essais préliminaires

Toutes les solutions soumises a une hydrolyse dans l'ammoniaque, selon le

protocole décrit dans la pharmacopée européenne [12], ont donné une coloration rouge,

comme le montre la Figure N° 13 suivante:

Figure 13 : test d’identification des essais préliminaires de synthése de lactulose.

La coloration rouge résultant du test d'identification est caractéristique du lactulose et sa

quantité différe selon I’intensité de la couleur. De ce fait, la synthese du lactulose, a partir

des 4 méthodes d'isomérisation du lactose, a eu lieu avec des taux différents. En

erspective, nous proposons d'étudier la stabilité chimique quant au pH des solutions de
persp prop que q p

syntheése du lactulose

IV.2.3 Mesure du pH des essais préliminaires

Le pH des solutions est mesuré¢ a I’aide d’un pH métre. Les résultats sont portés dans le

tableau 10 suivant.

Tableau 10: pH des solutions des essais préliminaires de synthétise de lactulose

Solutions | Avec le | Avec le | Avec la triéthylamine et | Avec les aluminates
NaOH Ca(OH), acide borique de sodium
pH 6,98 5,6 5,9 6,5

Les valeurs du pH pour les essais préliminaires varient au voisinage d’un pH neutre. A

noter que le pH aprés synthése est un parameétre dépendant du manipulateur par ajustement

du pH a l'aide d'un acide.

5
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I1V.2.4. Densité des essais préliminaires

Les valeurs de densité sont portées dans le tableau N°11. Généralement les sirops sont

denses et présentent une densité > a 1.

Tableau 11 : valeurs de densité pour les essais préliminaires du lactulose.

Solutions | Avec Avec le | Avec la | Avec les | Solution Solution
le Ca(OH), | triéthylamine | aluminates | standard commerciale
NaOH et acide | de sodium | (66.7%) (10mg/15ml)
borique (ESILAX)
Densit¢ | 1,04 1,02 1,01 1,01 1,17 1,32

Les valeurs de densité des solutions issues de I’isomérisation par les différentes
catalyseurs sont légerement supérieurs a 1, ceci é€tant, ces valeurs restent faibles par
rapport a la solution commerciale et a la solution standard du lactulose. Cela est peut-étre

da : au faible pourcentage du sucre lactulose contenu dans les essais.

IV.2.5. Dosage du lactulose par UV/ Vis
Le tableau suivant représente les valeurs d’absorbance obtenues pour les essais
préliminaires

Tableau 12 : Valeurs des absorbances et concentrations en lactulose a partir des essais

préliminaires
Solutions Avec le | Avec le | Avec la | Avec les
NaOH Ca(OH), tri¢thylamine et | aluminates de
acide borique sodium
Absorbances 0,15 0,72 0,23 0,20
Facteur de Dilution 25/5000 5/100 25/10000 25/5000
Ci(ng/ml) 20841,95 9858,32 31535,65 27932,96

+ Rendement

Le rendement du lactulose obtenus par les essais préliminaires est illustré dans la figure

N°14 qui suit

\J
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Rendement en lactulose des essais préliminaires
40

M lactose %

rendement 3%
[
=]

Hrendement®

solutions

Figure 14 : Rendement (en %)de synthese de lactulose par le (1) NaOH ; (2) Ca(OH),; (3)

la trié¢thylamine et (4) les aluminates de sodium (respectivement).

Comme le montre I’histogramme, la triéthylamine associé a 1’acide borique donne le
meilleur rendement (63,07%), comme il est cité dans la littérature. Vient par la suite les
aluminates de sodium avec un rendement de 27,42 % mais ces deux catalyseurs présentent
un inconvénient majeur qui est leur grande toxicité donc une étape de purification assez

pénible, chére et insatisfaisante de point de vue industriel.

Le rendement avec NaOH est satisfaisant et mérite d'étre étudier et évaluer. Les
résultats de synthese du lactulose par isomérisation du lactose en présence du catalyseur

NaOH est présenté ci-dessous.
IV.3. Synthése du lactulose en utilisant le catalyseur NaOH
IV.3.1 Aspect des solutions du lactulose
Apres isomérisation nous avons neutralisé les solutions avec 1’acide chlorhydrique.

Toutes les solutions obtenues sont limpides et colorées. La coloration varie du jaune au
rouge brun en fonction de la concentration initiale en lactose. Plus la concentration en
lactose augmente plus le résultat de synthése donne des solutions avec des couleurs plus

prononcees.

39
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1V.3.2. Identification des solutions du lactulose

Nous avons effectués le test d’identification sur tous les essais, et nous avons
obtenu une coloration rouge comme exigé par la pharmacopée européenne. Le résultat du

test d'identification est illustré dans la figure qui suit N°15

Figure 15 : résultat de test d’identification de lactulose dans les essais de synthése avec le

NaOH

La coloration rouge résultant du test d’identification est caractéristique du lactulose
et sa qualité differe selon I’intensité de la couleur. De ce fait, la synthése du lactulose, a
partir des 12 essais d’isomérisation de lactose, a eu lieu mais a des pourcentages

différents.
IV.3.3. pH des solutions du lactulose

Le pH des solutions a été mesuré apres neutralisation avec HCI, et les valeurs sont

portées dans le tableau N°13 qui suit

Tableau 13 : pH des essais de synthése du lactulose réalisés avec le NaOH apres

neutralisation

solutions | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 12

Ph 6,54 | 7,24 | 7,04 | 6,76 | 7,06 | 6,97 | 7,00 | 7,01 | 6,87 | 7,05 | 7,02 | 6,91

E
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Les valeurs du pH apres neutralisation sont toutes au voisinage d’'un pH neutre, ce qui

est recommandé dans la littérature
IV.3.4. Densités des solutions du lactulose préparés par le NaOH

Les résultats de densité des solutions préparées avec I’hydroxyde sodium sont présentés

dans le tableau 14.

Tableau 14 : Valeurs de densités pour les essais réalisé¢ avec I’hydroxyde de sodium

Solutions 1 2 3 4 5 6
Densité 1.00 1.01 1.03 1.03 1.03 1.06
Solutions 7 8 9 10 11 12
Densité 1.069 1.079 1.091 1.101 1.132 1.134

La mesure de densité pour les essais réalisés avec le catalyseur choisi (NaOH) a
montré une augmentation progressive relative au pourcentage de lactose initial, ces
densités restent toujours inferieures a la valeur du témoin vu que le pourcentage maximal
du lactose utilisé est de 30% et que sa conversion en lactulose n’est pas totale (environ
40%).Les densités des solutions 11 et 12 sont plus proches a la densité du produit du
commerce (utilis¢é comme référence), ce qui conclu que plus la quantit¢ du lactulose

augmente et plus la densité augmente
IV.3.5. Résultats de dosage des solutions du lactulose

Le dosage du lactulose par la méthode spectroscopique UV/Vis nous a permis de

retrouver les valeurs d’absorbances présentées dans le tableau N°15 (ci- dessous)

Tableau 15 : Valeurs des absorbances des solutions du lactulose préparées par la méthode

de NaOH

Solutions 1 2 3 4 5 6
Absorbances 0,26 0,70 0,560 0,81 0,22 0,29
Solutions 7 8 9 10 11 12
Absorbances 0,30 0,43 0,43 0,59 0,68 0,70

¢
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IV.3.5.1. Calcul des concentrations en lactulose

A partir des DO, nous passons ensuite au calcul de la concentration a I’aide de

I’équation citée précédemment. Les concentrations calculées sont portées dans le

tableau suivant :

Tableau 16 : Concentrations de la solution du lactulose préparées par la méthode de NaOH

N° Solutions 1 2 3 4 5 6
Concentrationen | 10, o7 | 119976 | 9597.81 | 13933.96 | 3804845 | 20388:4
lactulose (ug/ml) 8

Co en lactose pg/ml | 25000 | 50000 | 75000 | 100000 | 125000 | 150000
Rendement 17.60 | 23.99 12.80 13.93 | 3044 | 33.59
N° Solutions 7 8 9 10 1 12
Concentration en 101633,9 | 116887,5 | 120143,
lactulose (uefmy | 51930:99 | 7284049 | 7352605 1 i o
Cy en lactose pg/ml | 175000 | 200000 | 225000 | 250000 | 275000 | 300000
T 2067 | 3642 32.68 2065 | 4250 | 40.79
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concentrations en lactulose (nug/ml) en fonction des
pourcentages initials en lactose (%)

140000

120000

100000

concentrationen
lactulose(pg/mil)
80000

60000

40000

concentration en lactulose (ng/ml)

20000

0 5 10 15 20 25 30 35

pourcentage initiale en lactose (%)

Figure 16: Concentrations des essais en lactulose (ug/ml) en fonction des concentrations

initiales en lactose (%) obtenues par la méthode de NaOH.

La figure N°16 montre que la teneur en lactulose dans les solutions finales
augmente progressivement en fonction de 'augmentation de la concentration initiale en
lactose. Nous remarquons 3 paliers relatifs a la teneur en lactulose dans les solutions

préparées par la méthode de NaOH :

e une concentration quasi constante avoisinant une valeur de 9000 pg/ml pour
des concentrations initiales en lactose allant de 2,5 a 10%,

e une augmentation progressive en lactulose pour les valeurs de lactose initial
allant de 12,5 % jusqu'au 22,5 %,

e un dernier palier, 1a ou la teneur en lactulose maximale est quasi-constante
avoisinant une concentration de 120000 pg/ml et correspondant aux taux de

lactose initial de 25 % au 30%.
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IV.3.5.2 Rendement de la synthése du lactulose

La figure N°17 ci-dessous illustre les valeurs du rendement de synthése du

lactulose par la méthode de NaOH

Rendementde synthése de lactulose avec le NaOH
50

45

40

35

30

25

M LACTOSE

Rendement %

20

Erendement

15

1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 12
Solutions

Figure 17 : Rendement (en %)de lactulose synthétisé par la méthode d’hydroxyde de

sodium.

Le rendement en lactulose obtenu par la méthode de NaOH varie entre 12 et 43%. Les
rendements maximaux dépassant 40% correspondant aux essais dont les concentrations
initiales en lactose comprises entre 25 et 30%, dépassant ainsi les résultats cit¢ dans la

littérature

Les rendements sont faibles au début pour des concentrations faibles en lactose

initial, puis ils deviennent quasi-constants & compter de valeur du lactose initial de 12,5%.

De ce fait, nous concluons qu'a partir d'une concentration initiale en lactose de 12,5%, le

rendement de synthese du lactulose par la méthode de NaOH reste constant.

E
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La synthése du lactulose par la méthode d’isomérisation du lactose par le NaOH

comme catalyseur donne un meilleur résultat (taux de 42.50% pour une concentration en

lactose initial de 275000pug/ml).
IV.4 Résultats et discussions de synthése du lactulose par le Ca(OH),

IV.4.1 Aspect des solutions du lactulose

Les couleurs des solutions varient avec la variation de la concentration en lactose

initiale, comme nous pouvons le constaté dans la figure N°18 (ci apres).

Figure 18 : Aspect des essais réalisés avec I’hydroxyde de calcium

Cette figure représente 1’aspect des solutions préparées avec un pourcentage
croissant en lactose et en hydroxyde de calcium en gardant toujours le méme ratio. Nous
remarquons que toutes les solutions sont limpides et colorées. L’intensité de la couleur

augmente avec I’augmentation de la quantité du lactose initiale.
IV.4.2 Test d’identification des solutions du lactulose

Le test d’identification a été effectué comme décrit précédemment pour les autres

essais, la présentation des résultats est illustrée dans la figure N°19 (ci-dessous)

E
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Figure 19 : Test d’identification du lactulose a partir des solutions préparées par

La couleur rouge indique la présence du lactulose dans les essais. L"”intensité de la

I’hydroxyde de calcium.

couleur varie selon la concentration en lactulose

IV.4.3 pH des solutions du lactulose

Comme pour tous les essais précédents nous avons fait de méme pour les préparations

avec le Ca(OH) » nous avons donc neutralisé avec une solution saturée d’acide citrique, le

tableau N°17 (ci apres)

Tableau 17 : Valeurs de pH des essais préparés par 1’hydroxyde calcium

Solutions 1 2 3 4 5 6
pH aprés neutralisation 6,21 6,72 6,46 6,48 6,49 6,31
Solutions 7 8 9 10 11 12
pH aprés neutralisation 6,20 6,03 5,89 6,52 5,76 6,19

Le pH est dans les limites de spécifications recommandées, étant donné que ce

paramétre est dépendant du manipulateur lors de l'ajustement du pH.
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IV.4.4 Mesure de densité

Les valeurs de densit¢ des essais effectués avec 1’hydroxyde de calcium, sont

représentées dans le tableau N°18 (ci-dessous);

Tableau 18 : Densité des solutions issues de la synthése de lactulose par Ca(OH) ,

Solutions 1 2 3 4 5 6
Densité 1,01 1,02 1,02 1,03 1,04 1,03
Solutions 7 8 9 10 11 12
Densité 1,07 1,07 1,07 1,08 1,09 1,09

La plus grande valeur de densité vaut 1,09 qui correspondent aux solutions
préparées avec un pourcentage de 27,5 et 30 % en lactose initial, mais restent des valeurs

inferieurs a la densité du sirop du commerce.

La densité des solutions de lactulose résultante de la synthése chimique par
I'hydroxyde de calcium augmente progressivement en fonction de la concentration en

lactose initiale.
IV.4.5 Dosage des solutions du lactulose préparées par la méthode de Ca(OH) ,

Les valeurs des absorbances obtenues pour tous les essais sont représentées dans le

tableau N°19 (ci-dessous).

Tableau 19 : Absorbances des solutions de lactulose préparées avec la méthode de
Cﬂ(OH)z

solutions 1 2 3 4 5 6

Absorbances | 0,84 0,86 0,32 0,20 0,29 0,24

Solutions 7 8 9 10 11 12

Absorbances | 0,21 0,23 0,24 0,25 0,43 0,46




Partie expérimentale 11

Reésultats et discussions

IV.4.5.1 Calcul de concentration en lactulose

Les concentrations en lactulose sont portées dans le tableau qui suit.

Tableau 20 : Concentrations des solutions de lactulose préparées par la méthode de

Ca(OH) 2.

Solutions

Concentration

en lactulose

(ng/ml)

11675,98

11969,27

22206,70

27513,97

33519,55

40782,12

Cyconcentration
initiale en

lactose (ng/ml)

25000

50000

75000

100000

125000

150000

Rendement (en
%)

45,85

23,50

29,06

27,01

32,02

27,19

Solutions

10

11

12

Concentration

en lactulose

(ng/ml)

58379,89

63407,82

66759,78

70670,39

74515,36

79870,40

Cyconcentration
initiale en

lactose (ng/ml)

175000

200000

225000

250000

275000

300000

Rendement (en

%)

33,36

31,70

29,67

28,27

27,10

26,62
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concentration en lactulose (ug/ml) en fonction
de la quantité initiale en lactose (%)

20000

280000

70000

60000

50000

concentration en
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30000

20000

concentration en lactulose [pg/mil)

10000

a 10 20 30 40
pourcentage initiale en lactose %o

Figure 20 :Concentrations des essais en lactulose (pg/ml) en fonction des concentrations

initiales en lactose (%) obtenues par la méthode de Ca(OH) ,.

Nous pouvons constater que la concentration du lactulose augmente avec
I’augmentation de la concentration initiale en lactose. Cette augmentation constante pour
des valeurs du lactose de 2,5 et 5 % puis elle suit une allure progressive et continue. Le

palier final n'est pas encore obtenu.
IV.4.5.2 Rendement des solutions du lactulose

Les rendements obtenus lors de cette synthése sont représentés sous formes d’un

histogramme illustré dans la figure N°21 (qui suit).
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Rendementde synthése de lactulose avec le CaOH2
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Figure 21 : rendements en lactulose des solutions obtenues par 1’isomérisation de lactose

par I’hydroxyde de calcium.

Le rendement en lactulose est maximal (46,7%) pour la plus faible valeur de
lactose (2,5%) et du catalyseur (0,058%), puis il devient presque constant (avoisinant les
30%) et ce quel que soit la teneur initiale du lactose. La variation des rendements est due
peut-étre a la particularité que représente la synthése avec le Ca(OH) , qui stipule que lors
de synthése par ce types de catalyseur, nous observons une augmentation des rendements

puis un palier et enfin une diminution [71], ce qui a été obtenue dans notre cas.
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CONCLUSION GENERALE

La technologie de production a échelle industrielle du lactulose est principalement
basée sur la réaction d’isomérisation du lactose en milieu alcalin nécessitant des valeurs de

pH supérieures a 9.

Les techniques classiques de synthése de ce produit présentent plusieurs
inconvénients, comme une purification cheére et compliquée, ce qui fait que plusieurs études
ont ét¢ munies pour développer de nouvelles méthodes d’obtention du lactulose. La réaction
visée devrait idéalement accomplir plusieurs exigences : €tre une technique efficace (haut

rendement de synthése du produit), facile a manipuler, économique et éco-responsable.

Le présent projet est principalement orienté¢ a étudier les méthodes d’isomérisation
alcaline du lactose et développer une méthode efficace qui permettra de satisfaire aux critéres
de performance mentionnés et d’exploiter la méthode de dosage du lactulose par

spectroscopie UV/V.

Pour cela, nous avons choisi d’étudier la réaction d’isomérisation du lactose en
lactulose par des agents complexant (aluminates de sodium, triéthylamine et I’acide borique)
et des agents alcalins( hydroxyde de sodium et I’hydroxyde de calcium) afin de choisir le

meilleur catalyseur qui présente plusieurs avantages.

D’aprées les résultats obtenus 63.07%, 27.42%, 20%, 9% correspondants aux essais
avec la méthode de la triéthylamine, aluminate de sodium, hydroxyde de sodium et hydroxyde
de potassium (respectivement) nous pouvons conclure que nous avons obtenu des rendements
intéressants avec la triéthylamine et les aluminates de sodium (63.07%, 27.42%) cependant,
ces catalyseurs présentent un grand probléme de purification, nécessitant des grandes
quantités en catalyseurs. D'ou le choix d’étudier le procédé d’isomérisation par le NaOH et le

Ca(OH) , dont les techniques sont simples, faciles, non couteuses et rapides.

En effet, apres avoir réalisé plusieurs essais nous avons choisi I’hydroxyde de sodium,

qui a donné un rendement satisfaisant pour le ratio (catalyseur/ lactose) de 0.05.

A la lumiére des résultats obtenus dans ce projet de master, il est possible de conclure
que non seulement ce projet a permis clairement de prouver la faisabilit¢ technique du
concept d’isomérisation du lactose en lactulose, mais également nous avons contribué¢ a
I’avancement des connaissances dans le domaine de la synthése des matiéres premieres

pharmaceutiques.




CONCLUSION GENERALE

Ce projet nous a permis aussi de mieux voir les éléments sur lesquels il serait pertinent de

continuer la recherche afin de rendre cette synthése encore mieux rentable dont nous citons :

e La concentration initiale du lactose et quantité du catalyseur: plus la quantité en
lactose initial augmente plus ca nécessite des quantités plus grandes en catalyseur, et
plus la concentration en lactose augmente plus la concentration en lactulose est
meilleure, jusqu'a l'atteinte du seuil de saturation.

e le type du catalyseur : le rendement de la synthése chimique du lactulose dépend en
grande partie du type de catalyseur utilisé.

e pH initiale de la solution et la température d’isomérisation.

Pour ce nous recommandons d’utiliser les plans d’expérience afin d’optimiser les
conditions opératoires et une mise en ceuvre d’'une méthode de purification pour séparer le

lactulose synthétisé du catalyseur.

Cependant, il nous semble intéressant de signaler la présence d’autres sucres lors de la
synthése chimique du lactulose comme par exemple le fructose et le galactose a des
pourcentages variables et qui peuvent étre a I’origine des impuretés présentes dans le produit

fini vue que 1’étape de purification n’a pas été réalisée par manque de moyens et de temps.
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Annexel : Classification des sucres

Les glucides sont habituellement répartis entre :

Ose : appelé aussi sucre simple ou monosaccharides
- Il est non hydrolysable et porte la plupart du temps, de 3 a7 carbone.
- C’est un polyol qui porte au moins 2 fonctions alcools dont I’une au moins
est une fonction alcool primaire, et une fonction réductrice carbonylée, soit :
e Aldéhyde (-CHO) dans ce cas I’ose est un aldose

e Ou cétone (C=0) dans ce cas I’ose est une cétose
Oside : sucre hydrolysable, il peut étre :

- Holoside : son hydrolyse ne libére que des oses. On distingue les :
e Oligoside (oligosaccharides) : association de 2 a 10 oses par des
liaisons osidiques
e Polyoside (polysaccharides) : polyméres formé de 10 a plusieurs
milliers d’oses
- Hétéroside : son hydrolyse libére des oses et des composes non

glucidiques (aglycone).

Des chaines glucidiques peuvent étre fixées, par voie chimique ou enzymatique sur des

lipides ou des protéines : ces dérivés sont regroupés sous le terme de glycoconjugués.

Aldoses et leurs dérivées
_’l_,.—"
Oses
T Cétoses et leurs dérivées

Glucides
\ Hétérosides
Osid
sides < Polyosides
Holosides <

Oligoside

Figure 1 : classification des glucides.



1. Les oses

Ce sont les unités structurales entrant dans la composition de glucides plus complexes
les (osides) . Les oses les plus simples ont trois carbones et 1’on distingue un aldotrioses (le

glycéraldéhyde) Et une cétotriose (la dihydroxyacétone)
1.1 Nomenclatures des oses
La nomenclature des oses s’effectuent en précisant la nature de I’anomére (a et f3)
I’appartenance a la série D ou L, le pouvoir rotatoire suivi du nom de I’ose.
1.2 Isomérie des oses
Tous les oses a I’exception du dihydroxyacétone possedent dans leurs structures un ou

plusieurs carbones asymétriques C*, Ils peuvent ainsi avoir un ou plusieurs stéréo-isomeres

possibles, dont le nombre est égale

1THO 1THO
H-2c @l @

SCH,OH i %cH,0H
D-glyceraldehyde E L- glycéraldéhyde

Figure 2 : représentation de Fisher de D-glycéraldéhyde et L-glycéraldéhyde

TCH,0H
C=0

3(|3H20H

Figure 3 : représentation de Fisher de la dihydroxyacétone
Le carbone 2 du glycéraldéhyde est un carbone asymétrique puisqu’il porte quatre
substituant différents .il existe donc deux stéréo-isomeres de configurations le D-

glycéraldéhyde et le L-glycéraldéhyde



Tous les oses dérivant du glycéraldéhyde dextrogyre ont été dits appartenir a la série D et
tous ceux provenant du glycéraldéhyde 1évogyre ont été dits appartenir a la série L

Deux épimeres sont deux isomeres ne différant que par la configuration absolue d'un seul
C* (image non superposable dans un miroir).

Exemple : D-glucose et D-galactose, D-glucose et D-mannose

2.  Osides

Les osides sont des polymeres d’oses parmi lesquels on distingue les
hétérosides dont 1’hydrolyse libére des oses et des composé€s non glucidiques (aglycone),

les holosides dont I’hydrolyse ne libére que des oses.

2.1 Holosides
Selon le nombre de molécules d’oses libérées lors de 1’hydrolyse, on distingue des
diholosides, tri holosides, polyholosides, etc.
On distingue deux types de diholosides naturels, selon la fagon dont sont liées les deux
molécules d’oses :
- Les diholosides réducteurs (maltose, lactose)

- Les diholosides non réducteurs (saccharose)

2.1.1 Oligosides
Oligosides ou oligoholosides sont des holosides qui résultent de la condensation de
deux a dix molécules d’oses par formation entre chacune d’elles d’une liaison appelée

liaison osidique ou liaison glycosidique.

2.1.2  Polyholosides

Les polyholosides, ou polyosides, ou polysaccharides, sont formés par condensation
d’un grand nombre de molécules d’oses, le nombre d’oses est compris entre quelque
dizaine et plusieurs centaines de milliers
2.2 Hétérosides

La fonction semi-acétique d’un ose peut réagir avec un composé qui n’est pas de nature

glucidique, on obtient alors un hétéroside.



Annexe2 : Représentation en projection de Fisher

La molécule est représentée dans un plan, par projection en respectant les régles
suivantes :
- le carbone asymétrique est placé dans le plan de projection (la feuille)
- la chaine carbonée la plus longue est verticale et en arriére du plan de projection.
- le carbone en haut de la chaine est celui qui est a 1’état d’oxydation le plus élevé, si les
carbones aux extrémités sont dans le méme état d’oxydation, celui qui porte le numéro 1
est placé en haut.

-les deux autres substituant non carbonés du carbone asymétrique sont en avant du plan de

projection
Projection de Fisher du glycéraldéhyde
CHO i ) CHO CHO
1 [ |
C "k ——
Ny > “/L\‘\ou — H—=¢—OH
® N CH-OH
HO CH,OH CH,OH >
(R) (D)
----------------- HetOHenavant ---=-—-———=——-c-m e mm e -
C:‘l[() ( i / (:_‘,H() (le()
PN — CI~n —>  OH—¢-—H
! OH B 3
H ch,on0H CILOMN CH,OH
(S) (L)

Figure 4 : Projection de Fisher des glycéraldéhydes

Annexe 3 : Pouvoir optique
En solution les énantiomeres d’une molécule portant un carbone asymétrique présentent
des propriétés optiques différentes
- Si la substance dévie le plan de polarisation vers la droite elle est dite
dextrogyre, et le pouvoir est affecté¢ du signe (+)
- Si la substance dévie le plan de polarisation vers la droite elle est dite

1évogyre, et le pouvoir est affecté du signe (-)



Annexe 4 : Structure cyclique

En solution, les oses existent essentiellement sous plusieurs formes cycliques.
La forme linéaire est trés minoritaire par rapport aux formes cycliques.

La fonction aldéhydique ou cétonique d’un monosaccharide peut réagir avec une
fonction alcool pour former un hémi acétal interne conférant a la molécule une structure
cyclique.

En fait, on a ainsi crée un cycle de six cotés si le pont se fait entre les carbones let 5,
de cinq cotés si le pont se fit entre les carbones let 4.

Nous avons donc un nouveau carbone asymétrique (carbone 1 dans le cas des aldoses,
carbone 2 dans le cas des cétoses) et, selon la position de I’hydroxyle porté par ce carbone,
on aura I’isomere o ou .

- o : OH (du C n°1, du carbonyle) du méme coté que le OH de la série

- B : OH (du C n°l1, du carbonyle) du coté opposé du OH de la série

H
H HO
o OH H
\ C|3 /‘? N C gl \'c _
CHOH CHOH CHOH
CHOH CHOH CHOH
L L e &
CHOH CHOH CHOH
CHOH CH ———— O CH-——————— e
CH2OH CH2O0H CH2OH
D - glucose o-D GLUCOSE B - D Glucose

Figure 5: a-D-glucose et le B-D-glucose sont des anomeres.

Ces hétérocycles sont bien connus en chimie organique. On les appelle : pyranne (cycles
hexagonal), dans le cas des aldohexoses, et furane (cycle pentagonal) dans le cas des

cétohexose.

0 0
\ | /

Figure 6 : formes cyclique du furane et pyranne

En réalité, le cycle hexagonal n’est pas plan : en raison des angles de valence de I’atome

de carbone, le cycle pyranique prend une conformation en chaise ou en bateau



Figure 7 : conformation chaise et bateau

Annexe 5 : Dérivés d’oses

Acides uronique : dérivent des aldoses par oxydation de la fonction alcool primaire en

fonction carboxylique, ’acide D-glycuronique est I'un des acides uroniques les plus

répandus.
COOH
OH
COOH
OH
Ac.0-D-glucuronique Ac.o-L-1duronique
GlcUA [dUA

Figure 8 : acide uronique

Osamines : ces composé€s ressemblent aux oses, ils se différencient, par le
remplacement sur le carbone 2, du radical alcool par un radical aminé : NH, chez les

aldoses et sur le carbone 1 chez les cétoses.

H,OH

Glucosamine-N-acétylée
(GleNAc)

NH-CO-CH;

Figure 9 : structure du Glucosamine-N- acétylée

Les 6-désoxyhexoses : la structure du fructose dérive de celle du L- galactose par
réduction de I’alcool primaire
Acide neuraminique : cétose substitué¢ de neuf carbones il est combiné a un acyle

pour former un acide sialique dont le principal est I’acide N-acétylneuraminique.



5. Désoxyribose : ce composé ressemble au ribose mais le carbone 2 est réduit, le
désoxyribose est un constituant de 1’acide désoxyribonucléique

6. Acide ascorbique (vitamine C) :C’est une vitamine hydrosoluble. Seule la forme L
est active C’est un monoacide car elle a un seul H mobile. Sa fonction ¢énediol est
caractéristique. Elle posséde un pouvoir trés réducteur. Elle est donc facilement
oxydable en acide déhydroascorbique qui est aussi biologiquement actif. La vitamine

C est indispensable car elle n’est pas synthétisée par 1’organisme

Chez I’homme. Sa carence conduit au scorbut, Sa carence entraine des anomalies de la

synthese du collagene et la fragilité des parois Vasculaires

0

Il HOH-C OH
C \ /
| el o
o C—OH
Il =O
B CI'—OH L]
Y C EE—
| HO OH
OH—C
I Acide ascorbique
CH-OH

Figure 10 : structure de la vitamine C

Annexe 6 : Propriété des oses

1. Propriétés chimiques

Leurs propriétés chimiques sont caractéristiques des groupements hydroxyles
alcooliques et des groupements carbonyles.

1.1 En milieu acide

Le furfural et ses dérivés se condensent avec divers molécules, tels les phénols et les
amines cycliques. Pour donner des produits colorés permettant le dosage des oses parmi les

composés les plus employés, on peut citer :

* ]’a-naphtol donne une coloration rouge violacé : réaction de Molish.
» Je résorcinol en milieu acide et a chaud donne une coloration rouge :

réaction de Seliwanoff qui est une réaction spécifique aux cétoses.



» J’orcinol donne une teinte bleu violacée, en milieu acide, caractéristique des

pentoses
1.2 En milieu alcalin

» A froid, les oses donnent une interconversion

» A chaud la dégradation de I’ose est totale
1.2.1 Réduction des oses

Les aldoses et les cétoses sont susceptibles de réduction catalytique sur leur groupement
carbonyle par voie chimique par les borohydrures alcalins, ou par voie enzymatique,

1.2.2 Estérification et éthérification

Les acides estérifient les fonctions alcools :

Oy

[l
PDH + HPO, — }‘D—Il‘—f)'

O

0se ester-phosphate

Les hydroxyles donnent avec des alcools des éthers-oxydes :

}*OH + HO—R —_— }70_1—{ + HLO

ose alcool éther-oxwvde

1.3 Oxydation des oses
* J’oxydation par I’iode en milieu basique

= réaction avec la liqueur de Fehling en milieu basique :

Aldose

0 OH
R—C. + 2Cu(OH) —» R=C_  + Cu0+ 2HO0

N A2

H O 4

rouge brique



Cétose

CH,OH—(CHOH),—COOH
CH,0H—(CHOH); +C—CH,OH + 4 Cu(OH), ——3 acide D-éeytheonime
YH} CH,OH—COOH

aride glycolique

» oxydation par I’acide nitrique : La fonction alcool primaire et la fonction aldéhyde

sont oxydées en fonction acide

HNO,
CH,OH— (CHOH),—CHO ——»  COOH—(CHOH),—COOH

acide saccharique ou glicarique

» oxydation in vivo de fonction alcool primaire

in vivo
CH,OH— (CHOH),—CHO ——> COOH—(CHOH),—CHO

acide glocuronique

2 Propriétés physiques
2.2 mutarotation (cas du D-Glucose)

Le glucose (glucopyranose ou glucofuranose) peut se présenter sous 2 formes avec des
pouvoirs rotatoires différents : a-D-Glc, B-D-Glc. La modification du pouvoir rotatoire
s’appelle la mutarotation.

2.3 Indice de réfraction

Le RI varie avec la nature du composé¢, la température, la longueur d'onde, et la
concentration du composé. En tenant constante les trois premicres variables, la

concentration peut étre déterminée en mesurant le RI.

-action des bases diluées : les bases diluées provoquent des inters conversions d’oses

2.4 Solubilité et cristallisation

Les oses sont tres solubles dans I’eau .ils cristallisent difficilement en solution aqueuse,
mais cette cristallisation est favorisée par la présence d’un alcool. ils n’absorbent pas dans

I’ultraviolet, mais posseédent un spectre infrarouge caractéristique.
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