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AVANT-PROPOS

Sujet - Ce travail traite de I'amidon comme excipient pharmaceutique, plus précisément du
carboxyméthylamidon riche en amylose (en anglais : carboxymethyl high amylose starch, CMHAS) comme
matériel filmogene pour I'enrobage des comprimés. Depuis plusieurs années, le CMHAS est étudié comme
excipient formant des matrices monolithiques par compression et offrant une protection contre I'acidité
gastrique pour la livraison d’agents bioactifs. Il pourrait aussi étre utilisé comme matériau filmogéne pour

former des enrobages entériques pour comprimés.

Structure du document - Cette thése contient une premiere section sur la littérature a propos de I'amidon
et une deuxieme section expérimentale sur la modification de I'amidon et la conception des comprimés,

films et enrobages.

Une partie de la revue littéraire est rapportée sous forme d’article publié dans le journal scientifique Starch

— Stirke, Editions John Wiley & Sons, Ltd (chapitre 1).

Dans la section expérimentale, les résultats sont présentés sous la forme de deux manuscrits d’article de

publication pour des journaux scientifiques, en cours de soumission.

Motivations - L’amidon est un biopolymere avec une structure particulierement complexe et fascinante.
Il est naturel et biodégradable, ce qui propose une vision verte de renouvellement. C'est aussi
probablement un matériau important pour les générations futures qui devront faire face a une réduction

de la production de produits pétroliers et des probléemes de gestions des déchets.

Le Laboratoire du professeur Mateescu travaille depuis plus de 20 ans sur un dérivé peu commun de
I’'amidon, le carboxyméthyl amidon riche en amylose (CMARA). En plus de sa provenance verte, le CMARA

offre la nouveauté pour bien des applications, ce qui est tres inspirant pour la recherche.

L’enrobage des comprimés est une pratique courante pour améliorer 'avalement et masquer le gout des

excipients. Ces enrobages solubles des comprimés sont surtout faits de sucres, PVA ou cellulose modifiée.

Les matériaux utilisés pour retarder la libération et protéger de I'acidité gastrique sont surtout

synthétiques. Les plus utilisés sont les dérivés de phtalates et les méthacrylates. Il serait utile d’avoir un



amidon commercial pour I'enrobage entérique des comprimés. Le seul amidon excipient pharmaceutique

est Lycoat® et est utilisé pour une dissolution rapide.

Depuis plus de 20 ans, le carboxyméthyl amidon riche en amylose s’est démarqué comme matrice
monolithique offrant une protection gastrique et aussi pouvant transporter des grandes charges de
médicaments ou d’agents bioactifs. Il pourrait étre un bon matériau d’enrobage pour les comprimés a

libération ciblée a I'intestin gréle et au colon.

But - Cette these vise a étudier les propriétés filmogenes des dérivés d’amidon utilisés comme matrices

monolithiques gastro-protectrices pour les appliquer comme enrobages entériques.

Difficultés - Les amidons de grade pharmaceutique sont solubles et forment des enrobages solubles (i.e.
le glycolate d’amidon sodique et Lycoat®). L’amidon riche en amylose (ARA) n’a pas les mémes propriétés
que les amidons réguliers (i.e. la température de gélatinisation). Moins solubles, les dérivés d’ARA
permettent une bonne protection contre 'acidité gastrique. Cependant, cette faible solubilité rend la
gélatinisation plus difficile et impacte les paramétres de synthése. Le degré de modification est important
car il influence (entre autres) la solubilité du matériau et donc son comportement comme excipient.
L'amidon natif n’est pas filmogéne; c’est pourquoi il est important de le modifier. Des plastifiants doivent
étre ajoutés pour améliorer les propriétés mécaniques des films. Toutefois, les plastifiants ont différentes

propriétés qui peuvent influencer les films.

Le procédé d’enrobage dépend de plusieurs variables qui ont d{ étre ajustées. L’enrobage de comprimé
n’est pas facile sans enrobeuse et est peu représentatif. Il a été possible de tester quelques CMARA chez
I’entreprise Colorcon®. lls ont appliqué leur expertise pour analyser les propriétés filmogénes de nos

poudres d’amidon, et des enrobages ont été testés.

Vi
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RESUME

Titre : Le carboxyméthyl amidon comme excipient pour des enrobages pharmaceutiques

Cette thése présente une section de revue de la littérature incluant un article de synthése dans le journal
Starch - Starke (Labelle et al., 2020) et une section expérimentale contenant un article de recherche publié
dans Pharmaceutics (Labelle et al., 2023) ainsi qu’'un manuscrit d’article soumis dans Journal of
Pharmaceutical Sciences (manuscrit XPHS-D-23-00390, en correction). Les travaux ont été faits sur
I’'amidon riche en amylose (ARA). Le but de ce travail était d’étudier des applications du carboxyméthyl-

ARA (CMARA, en anglais : CMHAS) comme matériau filmogene et pouvant former des enrobages.

La recherche était axée sur une nouvelle application pour un nouveau matériaux, le CMARA
(carboxyméthylamidon riche en amylose). Comme il est relativement peu connu, une revue de la

littérature a été faite sur I'’ensemble des amidons modifiés pour comparer leurs propriétés filmogenes.

Les sujets traités étaient sur des types d’amidons, leurs différentes propriétés, les applications, les

propriétés intellectuelles et les tests physico-chimiques de caractérisation.

L'objectif primaire était d’étudier les propriétés filmogeénes de différents CMARA en vue d’utilisation pour
des enrobages gastro-résistants. Les objectifs secondaires étaient de : 1) comparer I'effet de quelques
parameétres de synthése sur le degré de substitution du CMARA, 2) évaluer la nécessité et I'impact de
I'ajout de différents plastifiants, 3) déterminer les parametres importants pour formuler des films de
CMARA et 4) enrober des comprimés avec différents CMARA ou d'autres excipients et comparer leur

efficacité pour protéger durant le transit gastrique.

Pour la carboxyméthylation en phase aqueuse, deux temps de gélatinisation ont été comparés.

Les parameétres influengant les films d’amidon ont été repérés dans la littérature. Certains ont été choisis
comme lignes directrices pour I'ajout de plastifiant et pour les tests a effectuer. Le CMARA est connu en
tant qu’excipient pouvant former des matrices monolithiques par compression directe des poudres. Les
caractéristiques structurales ont donc été comparées entre les poudres, les comprimés monolithiques et

les films obtenus a partir des mémes matériaux.
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Résultats - La carboxyméthylation de I’ARA a donné des matériaux avec des propriétés différentes en
variant certains parametres de la réaction. Le temps de gélatinisation a influencé la cristallinité des

matériaux. Les poudres complétement amorphes formaient facilement des gels.

Les comprimés de CMARA ont résisté au transit dans le fluide gastrique simulé (SGF) mais ont montré
différents temps de dissolution dans le fluide intestinal simulé (SIF). La présence de plusieurs modifications

(i.e. des groupes anioniques et cationiques) augmente la solubilité et la formation de gel.

Les poudres qui étaient cristallines ont nécessité du chauffage pour se solubiliser et former des solutions
filmogénes. L'utilisation de plastifiant a amélioré I'aspect et les propriétés mécaniques des films. Les films
d’ARA non-modifié ou faiblement modifié étaient insolubles. La solubilité des films a augmenté a la suite

des modifications. En présence d’a-amylase, tous les films se sont dissouts en 2 h.

Des enrobages ont été appliqués directement sur des comprimés monolithiques chargés avec un agent
actif (acétaminophéne) comme traceur. Ces formulations ont montré une faible libération de I’agent actif
dans le SGF. Plusieurs des matériaux synthétisés ont finalement été formulés en solutions aqueuses et ont
été appliqués sur des comprimés a l'aide d'une enrobeuse industrielle. Les comprimés placébos a
désintégration rapide avec un enrobage de CMARA a 10% de gain de poids ont résisté 2h en SGF. Il a été
possible, en ajustant certains parametres de synthese, d'ajuster la solubilité des dérivés. L'humidité a eu

un impact moindre sur les films avec sorbitol dont le séchage était plus rapide.

Conclusions - Les résultats de cette recherche ont des implications importantes pour l'industrie
pharmaceutique, les prestataires de soins de santé et les patients. L'utilisation de dérivés de
carboxyméthylamidon comme matériau d'enrobage de comprimé a le potentiel d'améliorer I'efficacité des
médicaments, d'optimiser les schémas thérapeutiques et d'améliorer I'expérience du patient. De plus, leur
nature respectueuse de |'environnement s'aligne sur les objectifs plus larges de soins de santé durables et

d'atténuation de l'impact environnemental associé aux matériaux de revétement synthétiques.

Mots clés : amidon filmogeéne, modifications anioniques et cationiques, degré de substitution
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ABSTRACT

Title: Carboxymethyl starch as excipient for coating of pharmaceutical solid formulations

This thesis presents a section of literature review, including a published review article, and an experimental
section with two journal articles (one in the manuscript form). The aim of this work was to study the
applications of high amylose starch (HAS) and derivatives as film-forming materials to coat tablets. The
experimentation was focused on a new application as tablet coating for carboxymethyl HAS (CMHAS), and
other HAS derivatives, as relatively new excipients. The literature review was conducted on all types of
modified starch to compare their film-forming properties. The subjects discussed were the starch types,
their different properties, applications, the intellectual properties, and the physico-chemical testing. The
primary objective was to study the film-forming properties of different CMHAS. The secondary objectives

were:

1) to evaluate the effects of some parameters on the CMHAS synthesis,
2) to investigate the necessity and impact of plasticizers,

3) to establish the important characteristics of the films,
)

4) to apply the selected materials as tablet coatings and compare their enteric properties.

The important parameters of the CMHAS synthesis were identified in the literature and investigated for
their impact on the degree of substitution (DS). For the films, the literature was also investigated to select
parameters supporting the choice of plasticizers and the testing methods. The CMHAS is known as a
matrix-forming excipient for monolithic tablets obtained by direct compression of powders. Contrarily to
the CMS obtained from potato starch that is a disintegrant excipient, the CMHAS (obtained from HAS), at
a proper DS, is less soluble and releases the drugs slowly, allowing protection against the stomach acidity
and intestine-targeted release. The structural characteristics were compared between the powders,
tablets, and films. Selected film-forming material were then used to coat monolithic tablet cores made at

UQAM.
Results - The different obtained CMHAS showed various characteristics. The gelatinization method had an

impact on the crystallinity of the materials. The amorphous powders were easily forming gels in cold water.

The tablets made of CMHAS loaded with acetaminophen as tracer resisted to the transit in the simulated
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gastric fluid (SGF) and showed different dissolution times in the simulated intestinal fluid (SIF). Various
modifications on HAS increased the solubility and the gel-forming capacity. The powders presenting a
certain crystallinity required a strong heating to generate film-forming solutions. The addition of
plasticizers improved the shape and the mechanical properties of the films and they had different
solubilities depending on the type of modifications applied on HAS. In presence of a-amylase, all the films
were dissolved. The CMHAS-based coatings applied on the monolithic tablets reduced the drug release in
SGF and could afford gastro-protection of the cores for further dissolution in the intestine. The thickness

of the coatings greatly impacted the release time of the drug.

Conclusions - The results of this research have important implications for the pharmaceutical industry,
healthcare providers and patients. The use of carboxymethyl starch derivatives as a tablet coating material
has the potential to improve drug efficacy, optimize treatment regimens, and improve patient experience.
Additionally, their eco-friendly nature aligns with the broader goals of sustainable healthcare and

mitigating the environmental impact associated with synthetic liner materials.

Keywords: film-forming starch, anionic and cationic modifications, degree of substitution
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INTRODUCTION

Dans le domaine de la médecine, les progrés ne se limitent pas uniquement aux nouveaux composés
thérapeutiques ou aux traitements révolutionnaires ; ils englobent également des approches innovantes
dans les systémes d'administration de médicaments. L'une de ces frontieres se situe dans le domaine de
la médecine du revétement, ou les méthodes traditionnelles reposent sur des matériaux synthétiques.
Cependant, une voie de recherche en plein essor a émergé, visant a exploiter le pouvoir de la nature elle-

méme comme méthodologie de revétement médical.

L’amidon est une source d’énergie, autant pour les plantes qui le fabriquent que pour les organismes qui
le métabolisent. C’'est aussi une matiere naturelle et dégradable qui peut former des composites de toutes
sortes. Il est, comme la cellulose et le chitosane, un biopolymére tres abondant dans la nature. Sans godt,
incolore, inodore, il est tres utile en alimentation et dans le domaine pharmaceutique. Accessible et
abordable, il est aussi une matiere premiére utile pour des emballages biodégradables. La dégradation
enzymatique de I'amidon par l'a-amylase est un procédé essentiel en alimentation. En industrie
pharmaceutique, cette susceptibilité a I'a-amylase en fait un excipient fonctionnel versatile avec la

possibilité d’ajuster la solubilité de I'amidon pour varier les temps de désintégration des formulations.

L'amidon riche en amylose (ARA) s’est démarqué des autres amidons grace a des propriétés particuliéres.
Diverses modifications chimiques en phases aqueuses ont généré des matériaux formant des comprimés
monolithiques par compression des poudres dans des moules. Les matrices de comprimés a base d’ARA
modifié ont supporté des hautes charges de médicament. Notamment, la réticulation et la
carboxyméthylation permettent d’obtenir des matrices compactes ayant une solubilité réduite a pH acide.
Divers films d’amidons modifiés ou non ont été rapportés mais trés peu a base d’ARA, encore moins

lorsque réticulé ou carboxyméthylé.

Les formulations orales - Depuis la commercialisation mondiale de I'Aspirine® par Bayer en 1899, les
comprimés sont devenus la forme de dosage pharmaceutique la plus répandue. Des médicaments
administrés oralement peuvent étre absorbés au niveau de la cavité buccale, dans I'estomac, I'intestin
gréle et/ou le cblon. Le site d’absorption dépend de la solubilité du médicament et de sa perméabilité.

L'efficacité d’'un médicament peut étre influencée par bien des facteurs comme la décomposition en



différents milieux ou par des enzymes. La livraison d’'un médicament doit donc étre contrdlée par la

formulation.

Les enrobages pour les comprimés - Pour protéger les médicaments de I'humidité, masquer le go(t et
faciliter I'avalement, des matériaux solubles comme les sucres ou des polymeéres de petite taille sont

utilisés. Ces matériaux se dissolvent rapidement dans I’estomac.

Utilité d’un enrobage entérique - Pour acheminer des médicaments a l'intestin et surtout au célon, les
formulations orales entériques sont les formes les plus acceptées par les patients. Toutefois, les matériaux

d’enrobage entérique courants sont synthétiques. L'amidon, s’il n’est pas solubilisé dans I'estomac, peut

offrir une libération ciblée a I'intestin due a sa susceptibilité a I'a-amylase, ce qui le rend unique comme

polymére.

L’état de la question et problémes qui en découlent

Question : Est-ce que le CMARA, qui forme des bons comprimés monolithiques entériques, pourrait former

des bons enrobages entériques?

Problématiques :

. Quelles propriétés doivent avoir les poudres de CMARA utilisées pour générer des solutions

filmogenes et donc quelle méthode de fonctionnalisation est plus adéquate.

o Quelles sont les propriétés des films de CMARA et comment les définir.
o Quels matériaux pourront améliorer les films de CMARA et comment les évaluer.
o Comment appliquer des enrobages sur des comprimés a I’échelle expérimentale.

Les objectifs a atteindre

En premier, ce travail veut montrer que le CMARA utilisé comme excipient pour des comprimés

monolithiques peut aussi étre utilisé pour former des films et des enrobages.

. Synthétiser différentes variantes de CMARA et évaluer leur capacité filmogéne.

. Caractériser et comparer les comprimés, les films et les enrobages.



o Etablir une relation entre les modifications et les propriétés des formes obtenues (comprimés,

films, enrobages).

Les méthodes utilisées

Modification de I'amidon - L’éthérification de Williamson a été découverte en 1850 par A. W. Williamson
et consiste a faire réagir un alcool avec un halogénure d’alkyle (Wisniak, 2009). Ainsi la réaction entre
I'amidon et le chloroacétate permet d’obtenir le CMA en phase aqueuse. Différentes modifications ont
aussi été effectuées comme la réticulation et I'amination. L'impact de la méthode de gélatinisation a
également été évalué. Les dérivés sous les formes de poudres, comprimés et films ont été caractérisés

avec les mémes techniques (DRX, FTIR, MEB et TGA) afin de comparer leurs caractéristiques structurales.

Dans une premiere étape, des comprimés ont été obtenus par compression directe des poudres et
caractérisés par leur dureté et leur cinétique de dissolution dans le fluide gastrique (SGF) ou intestinal (SIF)

simulé.

Des films ont été obtenus par casting : les solutions filmogenes aqueuses d’amidon ont été coulées dans
des moules et séchées par évaporation. Les films ont été caractérisés par leurs propriétés mécaniques,

leur contenu en eau, DRX, FTIR, MEB, TGA et leur solubilité dans le systéme SGF/SIF.

Des comprimés monolithiques ont été enrobés un par un en appliquant et en séchant la solution filmogene
a I’air chaud. Ils ont été caractérisés par leur temps de dissolution en fonction du poids d’enrobage. Leur

capacité a retarder la libération d’un agent actif a aussi été comparée.

La démarche adoptée

A) Divers dérivés d’amidon ont été synthétisés et caractérisés sous les formes de poudres, comprimés,
films et enrobages pour discuter des changements structuraux. Les dérivés d’ARA ont été comparés avec

ceux des amidons réguliers.

B) Les possibilités d’utiliser FTIR pour déterminer le DS ont été évaluées. Le DS a été mesuré par titration

sur différents amidons et comparé avec les intensités des bandes FTIR.



Formes analysées - Afin de montrer que le méme CMARA utilisé comme excipient pour les comprimés
monolithiques pourra étre utilisé pour former des films et des enrobages, les caractéristiques des poudres

et des films ont été comparées avec celles des comprimés monolithiques.

Les films - Le procédé d’obtention des films a été évalué selon quelques aspects. Pour la solution filmogéne :
la concentration d’amidon, le chauffage, la concentration de plastifiant. Pour le casting : la température,
le volume de solution coulée, I'humidité relative ambiante. Ils ont été comparés a Lycoat®, le seul amidon
commercial pour I'enrobage des comprimés. Lycoat® est un amidon de pois hydrolysé et modifié, ayant

une grande solubilité.

Les enrobages - L'enrobage des comprimés a été évalué visuellement en premier lieu, selon la
concentration de la solution filmogeéne, le nombre de couches appliquées, la forme du comprimé (noyau).
Ensuite, des matériaux ont été sélectionnés selon la solubilité de leur film et appliqués comme enrobages.

Ils ont été caractérisés par leur aptitude a retarder la libération d’'un médicament.

La structure de la thése

Cette thése par articles propose en premiére partie une revue de la littérature contenant un article de

review déja publié par le candidat comme auteur principal.

La partie expérimentale est présentée sous forme de deux articles dont un publié et un soumis dans des
journaux avec le candidat comme auteur principal. Des analyses additionnelles se trouvent dans la

discussion et en annexes.
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Résumé

L'amidon modifié est tres utilisé dans les sciences pharmaceutiques et biomédicales. Différentes
modifications comme la fonctionnalisation, la réorganisation de la structure ou la dépolymérisation
peuvent étre utilisées pour ajuster le caractére ionique, I’hydrophilicité, la mucoadhésion, la susceptibilité
a I'amylolyse par I'a-amylase ou la porosité. Ces modifications physiques, chimiques ou enzymatiques
permettent de moduler et d’adapter les propriétés de I'amidon pour différentes utilisations comme
excipients pour comprimés, transporteurs de médicaments, timbres transdermiques, solutions injectables,
revétements de blessure, embolisants transitoires, matrices de tissu et protheses. Par la compréhension
de la structure de I'amidon, cette revue de la littérature vise a faciliter la conception de nouveaux
matériaux a base d’amidon pour des applications pharmaceutiques et biomédicales. La corrélation entre
la structure et les propriétés a été analysée et différents phénomenes ont été discutés dans cette
perspective, avec un regard particulier sur les fonctionnalités envisagées pour les nouveaux matériaux

d’amidon.

Mots clés : dérivés d’amidon, modifications combinées, libération modulable des médicaments,

theranostiques, biodispositif
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Abstract

Modified starch is widely used in pharmaceutical and biomedical sciences. Various modifications such as
functionalization, reorganization of the structure or depolymerization may be used to tune ionicity,
hydrophilicity, mucoadhesion, susceptibility to amylolysis by a-amylase or porosity. These chemical,
physical or enzymatic modifications modulate and adapt the properties of starches to different usages as
tablet excipients, drug carriers, transdermal patches, injectables, wound dressing materials, transient
embolizants, scaffolds and stents. Through an understanding of the starch structure, this review aims to
enlighten the pertinence to design new starch materials for biomedical and pharmaceutical applications.
The correlation structure-properties is revisited and phenomena are discussed from this perspective, with

particular interest for the envisaged functionality of new starch-based materials.

Keywords: Starch derivatives; Combined modifications; Tunable drug release; Theranostics; Biodevices

Abbreviations: CLD: cross-linking degree, CMS: carboxymethyl starch, DS: degree of substitution, HAS: high
amylose starch, IBD: inflammatory bowel disease, PEC: polyelectrolyte complex, PVA: polyvinyl alcohol,

SSG: sodium starch glycolate



1.1 Introduction

There is a rising interest in pharmaceutical and biomedical sciences for biocompatible and biodegradable
materials. In the human body, starch is degraded due to its susceptibility to amylolysis by a-amylase. There
are large amounts of pancreatic a-amylase liberated in the intestinal lumen and limited amounts of
circulatory a-amylase liberated by salivary glands. Certain biomedical applications of starch biomaterials
(i.e. transient embolizing agents, temporary occludants, degradable implants) are based on this limited
susceptibility to a-amylase, a parameter that may be modulated by various physical, chemical and

enzymatic processes (O'Donnell et McGeeney, 1983).

The multiple applications of starch are interrelated to its structural features. Starch organization and
composition (amylose content, degree of polymerization) vary with the sources and impact its physical
properties and its behavior in various processes (i.e. gelatinization and retrogradation). The various
structural organizations of starch are the result of self-assembly phenomena at macromolecular level. The
driving forces of the self-assembly are weak physical interactions including hydrogen bonding,
electrostatic interactions, hydrophobic associations and Van der Waals forces. The
hydrophilicity/hydrophobicity ratio and the presence of ionic charges on polymeric chains have a major
influence on starch stabilization under different geometry (Ispas-Szabo et al., 2017b). Certain
modifications operated on starch are aimed to change the hydrophilic/hydrophobic pattern and/or the
ionic character of the chains that will impact properties such as their self-organization under external
interactions. Intramolecular interactions are responsible for the conformation of the molecular
conformation conducting to a specific secondary structure (helix, random coil) while the types of starch
crystals are related to organization at nanoscale level (i.e. square-like nanocrystals). The intermolecular
non-covalent interactions are responsible of self-assembled nano-structures, i.e. micelles, spherulites,
cyclodextrins, quantum dots (Le Corre et al., 2011; Liu et al., 2019a). Certain modifications of starch may
diminish crystallinity and induce structural reorganization leading to desired properties i.e. increased
swelling or higher porosity. The new obtained characteristics allow, for example, encapsulation of
bioactive agents, modulation of drug release rate from pharmaceutical dosages and preparation of

biodegradable biomedical devices.

To better correlate starch structure and its functions, in this review the modifications leading to various

applications are presented in four categories: 1) physical, 2) chemical, 3) enzymatical and 4) combined
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modifications, and the vast usage of starch in pharmaceutical and biomedical fields is revisited from this

perspective.

1.1 Physical modifications

Gelatinization is a key process in starch modification consisting in disorganization of compacted crystalline
structures with the aim to eventually introduce a new order in the system. When the H-bonds in the helical
forms are disrupted, the chains can adopt a random coil conformation, allowing the structure to swell and

amylose to leach out (fig. 1.1A).

In high amylose starch (HAS), with 70 % or more amylose content, the amylose acts like an armature. The
structure is less crystalline and more entangled which translates in increased gelatinization temperature,
lower solubility and susceptibility to amylolysis by a-amylase (Patel et al., 2017). Regular starches may be
gelatinized by hydrothermal treatment but HAS requires a higher gelatinization temperature and/or
alkaline treatment to disrupt the hydrogen bonding (Jane et al., 1999). The impact of hydrothermal and
alkaline gelatinization methods is evident on the behavior of pharmaceutical starch excipients: the
hydrothermal treatment of starch gave erodible and soluble pills whereas the alkaline-treated starch could
form a network, generating hydrogels (Biduski et al.,, 2018). Hydrothermal treatment of starch at
temperature above the glassy temperature but below the gelatinization
temperature (annealing) resulted in reorganization of the structure with increased crystallinity (Tester et
Debon, 2000). This phenomenon happens due to hydration of the amorphous layers, seen by expansion of
the structure, allowing reorganization of the chains (Xu et al., 2018). The structural reorganization is

influenced by the flexibility of the amylopectin, related to the starch type (Waigh et al., 2000).

Pre-gelatinized corn starches such as Starch1500® (Colorcon) are good binders and fillers (Rojas et al.,
2012). The structurally disorganized starch exhibits better compressibility and forms hard tablets by direct
compression. On the other hand, cast films of gelatinized, unmodified HAS presented cracks, explained by
remaining crystallinity of amylose whereas amylopectin cast films were amorphous (Dimantov et al., 2004;
Rindlav-Westling et al., 2002). To obtain a more rubber-like behavior, most starches are modified or

associated with other compounds as plasticizers.
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Figure 1.1 Schematic representation of the structural changes in starch : A) gelatinization of high
amylose starch. B) cross-linking at different degree generates new organizations by self-assembling; C) the
crystallinity at different cross-linking degree was related to the drug release time from monolithic tablets. The native
starch (i.e. Hylon VII) has many crystalline peaks but after modification, the structure is mainly amorphous. Section
C adapted from reference (Ispas-Szabo et al., 2000).

Association with other materials. Once the structure is altered, gelatinized starch may be associated with
other polymers to add new functional features to composites. Shape memory materials were created
modaulating starch capacity to swell and its degradability by a-amylase (Beilvert et al., 2014a; Sessini et al.,
2018). Its morphological changes were used in applications ranging from fast disintegrating films to fibers,
scaffolds and stents (Beilvert et al., 2014b; Davachi et al., 2017; Garcia et al., 2018; Giri Dev et Hemamalini,
2018; Goimil et al., 2017; Hadisi et al., 2015; Nourmohammadi et al., 2016; Waghmare et al., 2018).

The erosion rate of the pharmaceutical dosage forms can be tuned by association with other polymers
(Khlibsuwan et al., 2018; Zhu et al., 2019b). Sodium alginate interacted with gelatinized starch gel via
hydrogen bonding enhancing the system viscosity and allowing a higher entrapment of sodium diclofenac

into the beads compared to ungelatinized starch (Khlibsuwan et al., 2018).

Various commercial pre-gelatinized starches were formulated as oral fast disintegrating films. The

AMIDOMAX®3600 (Cargill Ltd., Brazil) was used with gelatin (to lower solubility) to formulate fast
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disintegrating films for vitamin C administration (Garcia et al., 2018). Daktarin© oral gel is a quick-
dissolving orodispersible film of miconazole containing pre-gelatinized potato starch (Lefnaoui et Moulai-

Mostefa, 2014).

Starch may be associated with nanomaterials as graphene to enhance its conductivity. With a high surface
area, the starch-graphene material was used to build a molecular imprinting probe to estimate transferrin
in blood (Srivastava et al., 2019). Such reusable probe with a detection limit of 20 ppb represents a great

improvement in terms of sensitivity and selectivity.

In presence of plasticizers, the behavior of starch passes from glassy to rubbery state and the changes are
reflected in glass transition temperature (Tg). The structure can be modulated and shape-memory
resorbable materials designed. The molecular structure responsible for shape-memory properties
combines a permanent and a temporary network. The amylopectin holds the structure together while the
addition of plasticizer lowers the Tg, allowing chain-chain reorganization and shape memory behavior in
presence of moisture (Beilvert et al., 2014b). Combination of gelatinized potato starch, waxy starch
nanocrystals, glycerol and catechin (as antioxidant) generated multifunctional hydrophilic films exhibiting
shape memory upon rehydration (Sessini et al., 2018). Extruded potato starch/glycerol biomaterials
exhibiting shape-memory could be resorbed after up to 21 days following their immersion in aqueous
media presenting also a low inflammatory response (Beilvert et al., 2014a). Salivary duct stents were used
after sialendoscopic surgery to maintain the salivary duct open. The plasticized starch stent showed shape-

memory properties and was proposed as a self-deploying stent (Beilvert et al., 2014b).

By electrospinning, the starch macromolecules are allowed to dry as narrow filaments. Interlacing of these
filaments creates a spaced network with high porosity and increased surface area. By tuning the size of
nanofibers, it is possible to fabricate at larger scale tissues and 3D materials for wound dressing. The
electrospinning gave brittle, weak starch fibers. This may be corrected by addition of other polymers such
as polyvinyl alcohol (PVA) and chitosan. Electrospun PVA/chitosan/starch fibers were more flexible with

enhanced antibacterial activity and water absorption capacity (Adeli et al., 2019).

Mucoadhesive composite fibers based on starch (ie. starch-gelatin, starch/PVA and
starch/polycaprolactone) offer a biocompatible, biodegradable, flexible support with increased surface
area for cell proliferation and attachment showing good blood clotting rates (Giri Dev et Hemamalini, 2018;

Waghmare et al., 2018). Due to their hydrophilicity and high absorption capacity, the liquid is absorbed
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and the blood solids aggregate on surface. Using starch/ gelatin/ herbal extract composite fibers, the

healing was fast in vivo and with lower inflammatory response than gauze (Hadisi et al., 2018).

Electrospun HAS fibers, with linear structure, were stronger and proposed for tissue engineering whereas
ramified amylopectin-rich fibers were weak and brittle and convenient for drug release (Vasilyev et al.,
2019). Forming a network between starch and other polymers reduces the retrogradation and the
brittleness. Thus, the amorphous chains expose their hydroxyls on the surface, which is beneficial for

mucoadhesion.

Tissue engineering helps the regeneration of damaged tissues by using scaffold-shaped biological
substitutes (Hadisi et al., 2015). These materials require biodegradability, porosity (for cell proliferation)
and cytocompatibility. Natural polymers as starch are similar (but not identical) as texture to the
extracellular matrix, offering good interactions and compatibility. Silver-embedded potato starch-PVA
antibacterial materials were developed for soft tissue engineering and showed good cell proliferation and

degradability over one month (Wadke et al., 2017).

Bone scaffolds require also good mechanical strength and therefore, starch was associated with other
polymers, generating composites of starch blended with polycaprolactone, polylactic acid, chitosan and/or
silk fibroin, all with good cell attachment (Davachi et al., 2017; Goimil et al., 2017; Hadisi et al., 2015;
Nourmohammadi et al., 2016). The surface of starch-based biomaterials is easily sterilized by UV
irradiation or plasma cleaning (“etching”), two cost-effective methods (Pashkuleva et al., 2010).
Association of starch with PVA resulted in a nontoxic and cytocompatible material with good elastic
behavior and with only 40 % degradation by a-amylase over 3 months (Susano et al., 2014). Blends of
starch and polyethylene glycol (PEG) processed into a repairing bone wax had better adhesion than other
commercial waxes. The presence of pre-gelatinized starch enhanced the molding texture (Suwanprateeb
et al., 2014). The starch-PEG was degraded and did not inhibit osteogenesis. A mixture of silicone and corn

starch was used for creation of auricular frameworks.

Using 3D imaging from computed tomography, a simulated cartilage was produced, with texture and
firmness similar to human cartilage (Berens et al., 2016). Such resorbable materials with modulable
biodegradability may remain functional for a determined time laps and can degrade gradually. Starch-
hydroxyapatite bone scaffolds with improved mechanical strength showed an increase in proliferation of

osteoblast cells in vitro (Flores-Arriaga et al., 2017; Koski et al., 2018).
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In conclusion, physical modifications of starch can be used to generate at supramolecular level a new
organization of polyglucosidic chains without operating any change of starch chemistry. New properties
were obtained only from remodeling the way how starch-based systems stabilize themselves

intramolecularly and/or intermolecularly (themselves or with other molecules).

The gelatinized starch is a metastable system where the polyglucosidic chains are self-assembled
spontaneously and stabilized under new forms (random coils, double or single helices). This physical
process known as starch gelation consists in creation of an extended and stable polymeric network
obtained by simple self-assembling phenomena. Addition of other entities (i.e. polymers, plasticizers)

offers an expanded panel of structures and implicitly new applications.

1.2 Chemical modifications

Chemical modifications operated on starch chains can greatly impact their capacity of organization under
various conformations (i.e. helices, random coils) and offer additional tools to modulate their self-
assembling. Various products for pharmaceutical or biomedical applications were obtained by cross-
linking, grafting of new functional groups or complexation reactions. Interesting to note is the fact that the
capacity of starch to self-assembly in helical forms differentiates completely its behavior compared to
synthetic polymers. More generally, the ratio between order (expressed under various forms i.e. presence
of helices and crystals) and disorder (i.e. amorphous structures) of the system is a key element to obtain

specific properties (Mateescu et al., 2006).

1.2.1  Cross-linking

Several years ago, the concept of minor alterations may trigger major modifications in self-assembling
starch excipient opened the way to produce, with the same chemistry, totally different starch excipient
materials (Mateescu et al., 2015; Mateescu et al., 1995). For instance, Contramid® excipient for sustained
drug release was obtained at low cross-linking degree (CLD) whereas a binder-disintegrant was obtained
at slightly higher CLD (Cartilier et al., 1997; Dumoulin et al., 1994; Ispas-Szabo et al., 2000; Lenaerts et al.,
1998; Mateescu et al., 1995). The only difference was a minor variation in cross-linking level, but the
structural and functional impact was major: low CLD allows enough flexibility of chains to establish
hydrogen associations in addition to cross-linking bridges, stabilizing the matrix, limiting hydration and

enhancing the release time (fig. 1.1B).
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It was shown that starch crystallinity is related to the CLD and impacted significantly the drug release time,
fig. 1.1C (Ispas-Szabo et al., 2000). Differently, a higher CLD hinders the hydrogen associations for steric
reasons: thus, the hydroxyl groups are free to hydrate, favoring the tablet disintegration. Contramid® was
patented as a good matrix-forming for drug slow-release (Mateescu et al., 1995; Ravenelle et Rahmouni,
2006). With quasi-zero order drug release pattern over 12-24h, it is still used for once-a-day sustained

release Tramadol commercial tablets.

Contramid® was also used to generate subcutaneous and intramuscular implants for local antibacterial
therapy (Huneault et al., 2004). They were obtained by direct compression of powder blends. As example,
the implants containing ciprofloxacin could prevent and treat osteomyelitis with conclusive in vivo trials.
No local adverse reaction occurred, the drug level was above the minimum inhibitory concentration for at

least 28 days and a time-dependent resorption was observed (Huneault et al., 2004).

Transarterial chemoembolization may contribute to inhibition of tumor growth by producing transient
ischemia, favoring local delivery of chemotherapeutics to prompt tumor necrosis (Poursaid et al., 2016).
Permanent embolization agents may induce foreign body reactions, inflammation or ischemia-triggered
neoangiogenesis (Sommer et al., 2018a). Differently, starch degradable microspheres, being susceptible
to slow hydrolysis by circulatory a-amylase, allowed the same treatment without permanent embolization.
Although the level of a-amylase in blood is low, it is enough to clear the CL-Starch microspheres, re-

establishing the blood flow.

For several years, injectable CL-starch microspheres have been commercialized under the trademark
Spherex® (Pharmacia Uppsala) and EmboCeptS® (Pharmacept) aiming to limit side effects of radiotherapy
and prevent heat dissipation during hyperthermia treatments of tumors (Hakansson et al., 1997).
EmboCeptS® showed a higher efficiency to inhibit metastatic growth than another embolization agent

(Lipiodol®) and a reduction of tumor size, comparable to PVA-based DC Beads® (Ziemann et al., 2019).

1.2.2  Substitution
1.2.2.1 Starch ionic derivatives

The self-assembling capacity can be reinforced or weakened by the presence of electrostatic charges.
Stimuli-responsive hydrogels (i.e. pH-sensitive) were considered with particular focus on pharmaceutical

applications. Depending of the type of charge (anionic, cationic) and of its location (on the same or
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different chains) the attractive /repulsive electrostatic forces may impact the conformation of the chains

and consequently their geometry and stabilization.

Anionic carboxymethyl starch (CMS) was largely used as pH-responsive pharmaceutical excipient. The
aqueous carboxymethylation of HAS (low DS) produced a semi-amorphous starch excipient. By
protonation of carboxylic groups in gastric acidity, an outer compact layer is formed, preventing the acidic
medium to penetrate the tablet (fig. 1.2), offering thus protection against gastric acidity. In the intestinal
fluid, the outer CM groups are deprotonated, ionized and hydrated. The tablet swells, and by erosion or
disintegration, releases the drug. These structural changes phenomenon (schematically presented in fig.
1.2) was valorized in formulation of gastro-resistant tablets for oral delivery of various drugs including
macromolecular bioactive agents such as pancreatic enzymes, diamine oxidase, F4 fimbriae oral vaccine,
Escherichia coli and probiotics as Lactobacillus rhamnosus (Calinescu et Mateescu, 2008; Calinescu et al.,
2012; Calinescu et al., 2005; Calinescu et al., 2007; Massicotte et al., 2008). These bioactive agents were
well protected, the presence of CM groups offering additional stability against gastric acidity and counter
to the intestinal a-amylase. In the last decades, challenging colon-targeting formulations were successfully
designed using CMHAS (table 1.1). A CMHAS tablet containing 30 % of a protein model and a radio-
opacifier was followed in vivo, during its intestinal transit by X-ray (Labelle et al., 2019). The CMHAS-based
formulation had similar disintegration times (4h30) in vitro and in vivo (fig. 1.2C). The carboxylic functions
also increased the starch bioadhesion. The CMS was processed into microspheres and cross-linked for
gastric and colonic delivery (Lemieux et al., 2015). These microspheres were retained on gastric mucosa
in acidic conditions and allowed a sustained delivery of active agents (furosemide), increasing its

bioavailability (Lemieux et al., 2011; Lemieux et al., 2015).

Formulation of low soluble drugs remains highly challenging. A recent controlled release form of ibuprofen
was formulated with ionically stabilized CMHAS excipients. An in vivo equivalence study with “Two Release
Rates”/TwoRR showed that ibuprofen formulated with CMHAS stabilized with Ca®* ions presented over 24
h an equivalent bioavailability (on a beagle dog model) with three classical dosage forms of Motrin® (Le

Tien et Mateescu, 2017).
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Figure 1.2 Schematic representation and X-ray follow-up of the CMS offering protection in acidic
media due to formation of dimers.A) In acidic medium (SGF), the CMS is protonated and the CM-groups

form dimers; in neutral media (SIF) they are deprotonated and ionized. The sodium of the carboxylate
causes a hindrance, allowing penetration of the fluid. B) The scanning electron microscopy of the
lyophilized tablets revealed the compact grains on the surface of dry tablet. After 2h in SGF, a gelatinized
network is observed. After 2h in SGF and 2h in SIF, a smooth hydrophilic gel begins to form on surface;
C) In vitro, the tablet CMS-barium sulfate (BS) swells a little in SGF and begins to solubilize in SIF; D) In
vivo tracing of the same tablets CMS-BS. B) and D) are adapted from ref (Labelle et al., 2019).

Octenyl-succinate starch has steric hindrance and amphiphilic features due to polar character of the
anionic carboxylate and to its hydrophobic lateral chain. It can stabilize emulsions and is less affected by
pH than other stabilizers as proteins (Tesch et al., 2002). Capsul®TA (octenyl-succinate tapioca starch,
Ingredion) and N-Lok® (octenyl-succinate waxy corn starch, Ingredion) were used to encapsulate an
antifungal agent in alginate films for buccal delivery and are suitable for encapsulation of probiotics by

spray-drying (Cossu et al., 2015; Hernandez-Lépez et al., 2018).
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Table 1.1 Pharmaceutical applications of high amylose starch derivatives in monolithic tablets.
TMA-CM-HAS: trimethylammonium-carboxymethyl-starch. AE-CM-HAS: aminoethyl-carboxymethyl-
starch.

Derivative Application Reference

HAS-CL Controlled drug release (Ispas-Szabo et al., 2000)
AE-HAS-CL

CM-HAS-CL High loadings and controlled release (Mulhbacher et al., 2001)
Ac-HAS-CL

HAS-CL Structure-property relationships in films (Rioux et al., 2002)
CMHAS Anti E. coli agent (Calinescu et al., 2005)
CMHAS F4 Fimbriae as swine vaccines (Calinescu et al., 2007)
CMHAS Swine vaccines clinical trials (Delisle et al., 2012)
CMHAS Pancreatic enzymes (Massicotte et al., 2008)

CMHAS/chitosan

Probiotic colon delivery

(Calinescu et Mateescu, 2008)

CMHAS/chitosan

Diamine oxidase

(Calinescu et al., 2012)

CMHAS

Impact of drying method on drug release

(Lemieux et al., 2010)

CMHAS

Impact of protonation ratio on drug release

(Assaad et Mateescu, 2010)

CMHAS/chitosan

NMR monitoring of tablet hydration

(Wangetal., 2011)

CMHAS/chitosan

Polyelectrolytic complex (PEC)

(Assaad et al., 2012)

CMHAS

Complex with lecithin

(Friciu et al., 2013)

TMA-CM-HAS Ampbholytic starch for controlled release (Sakeer et al., 2018)
AE-CM-HAS Ampholytic starch for high drug loadings (Benyerbah et al., 2019)
CMHAS In vivo following with barium sulfate (Labelle et al., 2019)

Cationic starch exhibiting amino groups had higher macrophage response but weaker electrostatic
interactions than anionic and zwitterionic starch (Wang et al., 2015). Histidine or arginine cationic starch
gold nanoparticles are good carriers for gene delivery and showed high cell viability but low transfection.

Their efficiency was increased when modified with L-arginine (Dhanya et al., 2018).

Cationic starch-siRNA nanocomplexes for gene silencing were protected from enzymatic degradation and
showed high cellular uptake and successfully prevented specific gene expression in human ovarian
adenocarcinoma cells (Amar-Lewis et al., 2014). Gene transfection with plasmids alone is difficult.
However, plasmids after complexation with cationic starch, were found in the cells. The spermine grafting
generated a type of cationic starch and was also used to complex plasmids (Huang et al., 2017). A higher

modification of starch led to better transfection (~40 %).
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Table 1.2

Main applications of modified starches and their commercial products

Starch modification
PHYSICAL

| Main characteristics

\ Applications

Commercial product/Reference

Gelatinization

Forming strong gels

| Binder

| starch 1500°

Co-processing

-with graphene

Increased conductivity,
biodegradability

Molecular imprinted probe

(Srivastava et al., 2019)

Improving compatibility of
graphene nanosheets and

Tumor targeting

(Liu et al., 2015)

-with plasticizers

-with PVA/chitosan

preventing their
aggregation
. . Mechanical strength, . .
-with hydroxyapatite . e Bone scaffolds (Flores-Arriaga et al., 2017; Koski et al., 2018)
enzymatic susceptibility
-with polyacrylic acid Bioadhesion Drug transdermal delivery Proloc®(Geister et al., 2015; Nair et al., 2018)

Shape memory

Resorbable stents
Hydrophilic films

(Beilvert et al., 2014b)
(Sessini et al., 2018)

Fibers for wound dressing

(Adeli et al., 2019)

Tissue engineering

(Susano et al., 2014; Wadke et al., 2017)

amylase

Encapsulation of probiotics

-with PVA
wit . . Fibers for wound dressing (Waghmare et al., 2018)
. Degradability, porosity - "
-with Wound dressing materials . -
(Giri Dev et Hemamalini, 2018)

polycaprolactone Bone scaffolds
-with silicone Tissue engineering (Berens et al., 2016)
CHEMICAL

Gel-formin Matrices for  controlled | Contramid®(Ispas-Szabo et al., 2000; Mateescu et

J release al., 2015; Mateescu et al., 1995)
) L . Spherex®(Hakansson et al., 1997; Ziemann et al.,

Cross-linking Slow degradation by a Embolization microspheres 2019)

(Ashwar et al., 2018)

Biodegradability and limited
swelling

Implants

Contramid®(Huneault et al., 2004)

Substitution with ionic

groups

-Carboxymethyl
starch

Gastro-protection

Monolithic matrices for pH-
sensitive formulations

(Calinescu et Mateescu, 2008; Calinescu et al., 2012;
Calinescu et al., 2005; Calinescu et al.,, 2007;
Massicotte et al., 2008)

-Octenylsuccinate

Porosity, emulsifier

Encapsulation of probiotics

Capsul®TA, N-Lok® (Cossu et al., 2015)

-Folic acid

Increase tumor specificity

Tumor targeting

(Sun et al., 2018)

-Ampbholytic starch

pH-independent ionic
hydrogels

High drug loading matrices

(Benyerbah et al., 2019; Sakeer et al., 2018; Sakeer
etal., 2017)

-Aminated starch

Increased transfection

Gene delivery

(Amar-Lewis et al., 2014) (Ye et al., 2016) (Dhanya et
al., 2018) (Huang et al., 2017)

-Cystein

Enhanced mucoadhesion

Transdermal delivery

(Gok et al., 2017)

Substitution with neutral groups

Hydroxyethyl starch

Slow degradation by a-
amylase, biocompatibility

Plasma expander
Injectable drug delivery

Voluven® (Noga et al., 2012)

(Adamik et Yozova, 2019; Hamaji et al., 2013;
Hoffmann et al., 2013; Kang et al., 2015; Yihui et al.,
2018)

Starch complexes

Drug Conjugated with
HES

-Calcium Increasgd hemostatic Hemostats (Panwar et al., 2019; Zhu et al., 2019a)
properties
“lodine Releasing iodine  upon | Wound-dressing Cadexomer® (Birmann et al., 2015; Khan et Naqvi,
degradation/hydration Diagnosis of hyperhidrosis 2006; Sato et al., 1988; Shoji et al., 2003)
i_;::cc)znateo:tlgfch and Magnetic targeting Tumor targeting (Poorgholy et al., 2017)
Grafting
Methacrylates Thermal sensitivity Tumor targeting (Wang et al., 2019)

Enzyme-triggered release

Increase half-life

(Yihui et al., 2018)

ENZYMATIC

Debranched

Gel-forming;
porosity

film-forming,

Excipient (films, tablets,
granules) for transmucosal
delivery

Velox®MCS (Remon et al., 2012)
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A new ampholytic starch, CM-AE-HAS, carrying both anionic carboxymethyl (CM) and cationic aminoethyl
(AE) groups was proposed as an excipient for targeted drug delivery to lower intestine or colon (Benyerbah
et al., 2019; Sakeer et al., 2017). This ampholytic excipient provides an extensive self-stabilization by
hydrogen bonding combined with ionic interactions. It was used to formulate highly soluble drugs such as
metformin, even at high loading (60 %) and other model drugs from all classes of BCS (Biopharmaceutical

Classification System).

Carrying anionic and cationic groups, the ampholytic starch generates a network structure having the
capacity to control the drug release irrespective of the pH (Benyerbah et al., 2019; Sakeer et al., 2018;
Sakeer et al., 2017). Zwitterionic starch was obtained by modification with sulfobetaine. It showed lower
macrophage activation and was more effective in vivo to prolong circulation time than starch micelles

without sulfobetaine (Ye et al., 2016).

1.2.2.2 Nonionic starch derivatives

The hydrophilicity of starch can be decreased by grafting acetyl or hydroxyethyl groups on carbohydrate
chains. Their hydrophobicity and the vicinity with amylose molecules generate a different organization of
hydrogen bonds and allowed less water in the gel system. Acetate high amylose starch is a filler-binder or
matrix-forming material for controlled release having also film-forming properties. It was used to
formulate colon-targeting coatings (Bisharat et al., 2019; Kumar et al., 2014; Seenivasan et al., 2013).
Hydroxyethyl starch (HES), formulated as colloidal suspensions (i.e. Voluven®, Pfizer), is used as plasma
expander to increase the blood volume (in case of hypovolemia). It generated less post-surgery infections
compared to conventional sodium lactate solution (Hamaji et al., 2013). The molecular weight of HES is
much greater than that of albumin, facilitating the obstruction of pericellular space, reducing the
endothelial permeability (Constable et al., 2016). Approved for intravenous infusion, it was also used for

tumor targeting.

Plasma expanders were tested for tumor targeting and the in vivo biodistribution was followed by NIR
imaging using a fluorescent dye conjugated to starch (Hoffmann et al., 2013). A higher tumor specific
accumulation was found for HES of 450 kDa, compared to HES 200 kDa and to dextran 500 kDa. Dextran
was mostly accumulated in the liver, whereas both HES were distributed homogeneously in organs. It was
hypothesized that the more hydrophilic surface of starch prevents its recognition (by the opsonins - serum

proteins) in the blood stream. HES of 450 kDa was degraded more slowly and showed a certain
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accumulation in mice tumor. These products require biocompatibility, degradability and functionality. HES,
with over 60 registered products in Europe, is currently under rigorous evaluation (Adamik et Yozova,

2019).

Aggregation of foreign materials with antibodies (for further phagocytosis) is a first-line defensive
mechanism that may greatly reduce circulation time of drug and gene carriers. Highly PEGylated HES
nanocarriers showed less interaction with human serum proteins (i.e. opsonins) in vitro and longer
circulation time in plasma (Kang et al., 2015). PEGylation may slow aggregation but greatly reduces
transfection. Using HES, it was possible to obtain a “shreddable” shield, preventing rapid aggregation in
the blood stream and deshielded in presence of circulating a-amylase as passive targeting (Noga et al.,
2012). As example, a DNA plasmid-expressing luciferase shielded with HES-polyethyleneimine showed low
aggregation in vitro, and upon exposition to a-amylase, two-fold higher transfection and increased DNA
delivery per cell were found. The system ensured better protection at higher molecular weight HES and a
slower degradation by a-amylase with increased DS of HE groups. Paclitaxel was conjugated to HES to
improve its half-life and showed higher in vivo accumulation in the tumor, compared to the commercial

formulation Taxol® (Yihui et al., 2018).

1.2.3 Complexation

Preparation of inclusion complexes by “inserting” guest molecules into preformed “empty” V-type
amylose helices was largely studied as an easy encapsulation procedure providing protection of guest
compounds. The capacity of starch to bind iodine is used as test for diagnosis of hypo and hyperhidrosis
i.e. after burns or surgery or in Horner’s syndrome (Blrmann et al., 2015; Sato et al., 1988; Shoji et al.,
2003). An iodine solution is applied, allowed to dry and covered with soluble starch powder. Upon
hydration, the starch is rapidly swollen and the starch-iodine complex shows a marked dark-blue color
change, called the Minor test (Sato et al., 1988). The test was developed as a soluble starch treated with
iodine or as pre-treated bands covered with iodine and starch, offering simpler one-step methods (Sato et

al., 1988; Shoji et al., 2003).
Cadexomer (lodosorb®) is a starch cross-linked with epichlorohydrin and containing iodine for wound

healing (Khan et Naqvi, 2006). It absorbs exudates and upon hydration, the material swells and releases

iodine as an antimicrobial agent.
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In conclusion, chemical modifications represent additional tools that can be used to create new starch
structures and implicitly envisage new applications, avoiding the use of other materials (as expensive
polymers). In the case of physical modifications, the changes resided mainly in alteration of crystalline
versus amorphous organization and the systems were stabilized by formation of hydrogens bonding. By
introduction of new chemical entities on the starch chains, more intricate structures were generated. The
supramolecular organization of such systems involved stabilization where the self-assembly was
generated by a combination of electrostatic, Van der Waals and hydrogen bonding. The understanding of
structural aspects of such modified materials opened new perspectives allowing the expansion of starch

applications.

1.3 Enzymatic modifications

Porous starch may be obtained as result of amylases action (Zhu et al., 2019b). Selection of specific
enzymes for processing allows modulating either starch chains length or size of the pores. Porous starch
obtained from in situ enzymatic hydrolysis process on starch material has the particularity of keeping the
granule shape by the use of a-amylase (endoamylase, alone or in association with the
exoamylase amyloglucosidase), offering good release of the adsorbed content (Zhu et al., 2019b). Porous
starch is convenient for delivery of lipophilic drugs or probiotics by incorporation into its porous

structure.(Li et al., 2016)

Debranched starch is obtained by modification with pullulanase or isoamylase that selectively act on a-
1,6 bonds. With a reduced level of 1,6 linkages, it can hold more water, forming a soft, non-sticky gel that
can last longer (Liu et al., 2017). Velox®MCS (Henkel Co.) is a crystalline, debranched, amylase-resistant
starch and multipurpose excipient. It can be extruded into pellets comprising the active agents and further
be formulated to a convenient form j.e. tablets, capsules, pessaries, or creams and is suitable for

application on vaginal, urogenital or rectal surfaces (Remon et al., 2012).

Cyclodextrins have extremely attractive pharmaceutical applications and they can be obtained from starch
using cyclodextrin glucosyl transferase. This enzyme normally produces a mixture of a-, B-, and y-
cyclodextrins requiring further separation and purification (Ahmad et al.,, 2015). Cyclodextrins are
supramolecular oligosaccharides having toroid cone structures with a hydrophobic core and hydrophilic
exterior. Hydrophobic drug molecules can easily get assembled in their cavity via non-covalent interactions

resulting in increased solubility and bioavailability (Moya-Ortega et al., 2012). Due to their low toxicity and
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low immunogenicity, cyclodextrins were used for oral, ocular, nasal, rectal and dermal delivery. In

nanodelivery they facilitate cellular uptake and reduce cytotoxicity.

1.4 Combined modifications to design ‘smart’ starches

Previously mentioned modifications may be combined as complementary methods to obtain starches

responding to precise functions (table 1.3 and fig. 1.3).
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Figure 1.3 Relationship between starch modifications and its pharmaceutical and biomedical
applications.

By association of physical, chemical and/or enzymatic methods, the starch structure could be modulated
to respond to required applications. After first step of grafting ionic groups, starch may be further
complexed with magnetic particles by co-precipitation with ferrous and ferric chloride. A starch-based
temperature-responsive magnetic nanohydrogel was reported for theranostic applications (Poorgholy et
al., 2017). Starch was modified with itaconic anhydride, complexed with iron(ll, Ill) oxide (Fe30.), grafted
with the thermosensitive N-isopropylacrylamide and loaded with methotrexate. The release was about
15 % at 37 °C and greatly increased to ~80 % at 41 °C. The tumor environment is slightly warmer and such

new systems provide new tools for tumor treatment.
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The biodegradability and hemostatic properties of porous starch were markedly increased by amination,

cross-linking with chitosan or complexation with calcium (Chen et al., 2017a; Chen et al., 2019b; Panwar

et al., 2019; Zhu et al., 2019a).

Other modifications could add new properties as grafting of antioxidants to reduce risks of oxidative stress

or of ellagic acid for a rapid coagulation (Bjorses et al., 2011; Filippov et al., 2015). Starch oxidation with

periodate or hydrogen peroxide produces dialdehydes, an efficient way to increase its functionality.

Complex matrices were obtained by direct cross-linking of gelatin with oxidized starch during the spray-

drying co-processing (Dang et al., 2017). This resistant composite was used as microcapsules to control

the release of the highly soluble citric acid.

Table 1.3

Starch modification

Smart starches obtained from dual or multiple modifications

‘ Main characteristics
SMART STARCH OBTAINED FROM COMBINED MODIFICATIONS

Applications

Commercial product/Reference

Porosity,

Fi'a:iﬂ'zzaatti':n”/ hydrophilicity, ij”;s forlow-soluble |\ ot g1 2011)
yop biodegradability €

. e . (Bjorses et al., 2011; Chen et al., 2017a;
Czszjfj'lgrch modified Lc::c::étiz:drat?ﬂer Hemostats Chen et al., 2019b; Filippov et al., 2015;
P J Panwar et al., 2019; Zhu et al., 2019a)
Oxidized starch cross- | Lower solubility, . .
linked with gelatin film-forming Long lasting oral films (Dang et al., 2017)

Co-processed CMS with
chitosan

Polyelectrolytic
complex

Colon-targeting
monolithic tablets
Microspheres
Nanoparticles

(Assaad et al., 2012; Assaad et al., 2011;
Calinescu et Mateescu, 2008; Calinescu et
al., 2012)

(Blemur et al., 2016; Zhu et al., 2019b)
(Saboktakin et al., 2011)

CMS/ quaternary
ammonium starch

Cationic, anionic or
ampbholytic features

Encapsulation of proteins
High loading tablets

(zhang et al., 2017)
(Benyerbah et al., 2019; Sakeer et al., 2018)

Hydrolyzed Film-forming, glrrzls fast-disintegrating (Lycoat®)(El-Setouhy et EI-Malak, 2010;
h | h lubili Pi l., 2017

ydroxypropyl starc solubility Tablet coating imparade et al., 2017)

Hydrolyzed and cross- | Slow degradation by | Transient embolizing (Pharmacept®)(Ziemann et al., 2019)
linked starch a-amylase agent

Uncommon associations

T | i tl l., 2015; Wilpi k .
Modified starch and clay unable .porosny, Transmucosal delivery (Giler et al., 2015; Wilpiszewska et al.,
mucoadhesion 2015)
Isotopes/ iron particles Radiolabeling Imaging (Besheer et al., 2011; Verger et al., 2016)

3-aminophenylboronic
acid

Glucose-responsive

Controlled insulin delivery

(Wen et al., 2018)

Cross-linked and substituted

-Potato starch

-High starch

(HAS)

amylose

Soluble

Disintegrant, soluble films

(Vivastar®)(Haque et Sheela, 2015; Zhang
etal., 2018)

Matrix-forming

Monolithic matrices for
sustained release

Contramid®(Labopharm)(Ravenelle et
Rahmouni, 2006)
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Spray-drying and electrospinning are efficient methods for encapsulation of Lactobacillus, ensuring
encapsulation efficiency, good protection and stability (Cruz-Benitez et al., 2019; Hernandez-Lépez et al.,
2018; Lancuski et al., 2017). Wall materials are used for entrapping active agents by spray-drying. They
must be able to form emulsion, with acceptable viscosity at high solid content and protect the active
content through the process. Octenyl-succinate waxy starch (N-Lok®, Ingredion) and HAS-formate could
fulfill these requirements, resulting in stable fibers loaded with Lactobacillus for probiotic formulation

(Hernandez-Lépez et al., 2018; Lancuski et al., 2017).

After chemical and physical modifications, starch may be sufficiently amorphous to be solubilized and cast
as films. Precise modifications will increase the solubility, giving films for quick release. Due to its
hydrophilic nature, starch shows strong adhesive properties, making it an excellent film matrix for buccal

delivery.

The hydrophilicity of starch is increased by acid hydrolysis and substitution with hydroxypropyl starch as
Lycoat®, (Roquette America Inc.) or with carboxymethyl groups and cross-linking of potato starch (sodium
starch glycolate, as Vivastar®, JRS Pharma). Sodium starch glycolate was used for buccal formulation of
metformin or of the poorly soluble drugs i.e. fenofibrate (Haque et Sheela, 2015; Zhang et al., 2018).
Lycoat®RS780 is a pre-gelatinized, hydrolyzed hydroxypropyl pea starch commercialized as tablet coating

for fast release forms.

Pediatric-focused, solvent-free oral fast disintegrating films based on Lycoat® were formulated with
chlorpheniramine maleate, an anti-allergic agent (Pimparade et al., 2017). The films were easy to handle,
with disintegration times of 6-11s and subject to in vivo taste masking trials. Many starch derivatives have
suitable film forming capacity. They gelatinize and form networks, easily forming strong films upon drying.
The physical and chemical modifications increased the solubility and decreased retrogradation of starch,

forming homogeneous films.

Control of hemorrhagic bleeding may be obtained by adhesion (passive) or by inducing coagulation (active
intervention). Some commercial materials offer both cell adhesion and coagulation enhanced capacity but
with certain concerns i.e. flexibility and degradability (Chen et al., 2017a). Porous starch and CMS,
complexed with calcium ions, showed enhanced dual action (passive/active) hemostatic capacity (Panwar
et al., 2019; Zhu et al., 2019a). The starch microspheres had a better hemostatic activity in vivo than

commercial hemostatic agents due to active action of calcium ions (Zhu et al., 2019a). The material is
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biodegradable and gel-forming, with increased blood-clotting efficiency and fibril formation (Panwar et al.,

2019).

The grafting of polymethacrylic acid (PMA) groups on starch increased its pH-sensitivity while maintaining
biodegradability (Wilpiszewska et al., 2015). Further addition of calcium montmorillonite was found to
increase the mechanical properties of cast films of CMS and they were proposed for drug delivery. For
vaginal delivery, the tablets of gelatinized wheat starch-PMA with fast swelling exhibit low adhesion and
low water absorption from the mucus. Addition of calcium montmorillonite acting like a nano-filler

increased the mucoadhesion by reducing porosity and limiting water absorption (Giler et al., 2015).

New structures and properties can be obtained by co-processing. When chitosan was spray-dried with
CMHAS, a new compound was obtained by ionic self-stabilization between the amine and carboxylate
groups. This pH-responsive polyelectrolytic complex (PEC) excipient offered good matrix-forming
properties. These matrices have been used as carriers for various drugs as anti-inflammatory, enzymes
and probiotics for intestinal or colonic delivery (Assaad et al., 2012; Assaad et al., 2011; Calinescu et

Mateescu, 2008; Calinescu et al., 2012).

Alginate, CMHAS and the enzymes (as diamineoxidase) were dissolved and co-precipitated (under stirring)
by ionotropic gelation to obtain enzyme-containing microspheres with 92-95% entrapment yield (Blemur
et al., 2016). This process generated compact, less porous structures, reducing the fluid penetration. The
enzymatic activity was maintained (70 %) after immersion of the microspheres in simulated gastric fluid
(SGF), acidic medium (pH 1.2) and in simulated intestinal fluid (SIF) with pancreatin (65 % over 24 h). In

similar conditions, the free enzyme was totally inactivated.

Furosemide has a low solubility, especially in acidic media. To increase residence time and permeability, it
was co-processed with CMS by forming a w/o emulsion, precipitated under thorough stirring to form

microspheres and dried (Lemieux et al., 2015).

A higher DS (0.1 to 1.5) of CMS increased the swelling, mucosal adhesion and furosemide permeability
through epithelial Caco-2 cells. The transepithelial electric resistance, used to investigate mucoadhesive
properties, was not greatly changed on gastric cells using CMS of different DS but changed for intestinal
cells (Caco-2). This phenomenon may involve the tight junctions enhancing the intestinal absorption. It

was more accentuated for CMS microspheres with higher DS (more ionic groups).
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Bovine serum albumin (BSA) was encapsulated by emulsion with anionic CMS and cationic quaternary
ammonium starch (Zhang et al., 2017). The nanocapsules with CMS of higher DS showed better
encapsulation but those of low DS were more compact and had better colon-targeting profiles. The
CMS/CHI PEC microparticles had better entrapment efficiency of BSA than CHI alone, possibly due to a
higher solubility of CHI during the processing as PEC and also due to interaction of the CM groups with CHI
and the protein (Quadrado et Fajardo, 2018). A controlled release of mesalamine was obtained from
nanoparticles based on CMS-CHI mixture, the system being modulated by an ion-exchange mechanism

(Saboktakin et al., 2011).

1.4.1 Theranostics

Lately, the concept of dual diagnostic/ therapeutic agents is emerging as theranostic systems. Diagnostic
is achieved by using ligands with affinity for receptors that are common or specific to the target (i.e. folate
receptors in tumors) and may be monitored with a marker (i.e. isotopes), followed by therapeutic
treatment with bioactive agents (Sun et al., 2018). Starch is easily functionalized with markers as
Gadolinium-HES for magnetic resonance imaging (Besheer et al., 2011). To be used as a carrier, starch was
functionalized to increase tumor-targeted specificity and transport of therapeutic agents, respectively. For
instance, to treat hepatic carcinoma, the starch microparticles were radio-labeled before intra-arterial
injection to irradiate liver tumors (Verger et al., 2016). In vivo, 95 % of radioactivity was accumulated in
the liver, mostly in the tumoral part of affected liver. Such starch-based carriers are promising platforms
for the selective internal radiation therapy in the frame of various antitumor treatments. Differently
charged starch hydrogels were compared for their protein absorption to evaluate their behavior in the
formation of a protein layer in plasma (Wang et al., 2015). The anionic and zwitterionic starch had low cell
adhesion and better hydration, being good candidate as carriers. Indeed, zwitterionic sulfobetaine-starch
showed lower macrophage activation and was more effective in vivo to prolong circulating time than

micelles without sulfobetaine (Ye et al., 2016).

1.4.2 Stimuli-responsive systems

Stimuli-responsive systems are very useful for multiple applications. Modified starch was also used as
carrier for controlled release of insulin (Wen et al., 2018). A glucose-responsive insulin release was
achieved by grafting 3-aminophenylboronic acid on starch as glucose-responsive groups. By specific
binding to 3-aminophenylboronic acid, glucose induces starch expansion, releasing the insulin. The self-

assembled zwitterionic starch-based micelles release of 22 % insulin in 48 h in glucose-free media. The
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release was increased to 67 % in glucose solution. Such system could control the plasma glucose level in
diabetes-induced rats for 14-22 h with different oral dosages, without glycemic fluctuation. As a stimulus-
responsive system for chemotherapy, a starch microcapsule carrier, functionalized with folic acid and
cysteine, could increase tumor-targeted release of a model drug, coumarin 6 (Sun et al., 2018). Folic acid,
as ligand for the folate receptors, serves as tumor marker. Cysteine, forming di-sulfide bonds by
ultrasonication, was used as a reductive-responsive cross-linking agent to bind the drug. Glutathione, with
higher concentrations in tumoral environments, may break disulfide bonds by thiol-disulfide exchange
(Blair et al., 1997). These microcapsules showed high selectivity to human cervical cancer cells and a
triggered release in vitro in presence of glutathione, successfully reaching the cytoplasm of cancer cells

(Liu et al., 2015).

A thermo-responsive carrier was designed by starch association with PEG and polymethacrylate
derivatives; it was loaded with doxorubicin and could form micelles by self-assembly in tumor environment
at pH 7.4 (Wang et al., 2019). Adhesive vaginal tablets made of various modified starches could extend
progesterone release with better in vivo performances than commercial CIDR® dosage, a progesterone
gelatine capsule insert for veterinary use from EAZI-BREED™, Pfizer, Turkey (Gok et al., 2016). Gelatinized
and cross-linked starches (maize, rice, wheat and potato) resisted more than 24 h. At higher swelling, the
adhesion was lower. The progesterone blood level for the 75 mg wheat starch-based dosage was similar
to the 330 mg dosage CIDR®, but with a longer release, over 16 days. Mucoadhesion was higher for starch
modified with thioglycolic acid, forming thioesters and thioethers, than with cysteine, having less-

polarizable S-H groups (Gok et al., 2017).

1.5 Conclusions and perspectives

Accumulated knowledge on starch structural aspects allowed the expansion of its application fields.
Decades ago, starch served in tableting as disintegrant or binder but more recently its uses range from
drug targeting to biodevices and design of theranostic agents. Various physical and chemical modifications
represent keys in modulation of self-assembling phenomena and allow the design of complex structures
(i.e. micelles, nanoparticles, fibers) used for gene delivery, injectable anticancer forms, transdermal
products or wound dressing. New applications emerged, i.e. degradable stents, agents for non-permanent
embolization, cell-permeation enhancers, prebiotics. Due to its high versatility, several forms of starch can
be called multifunctional smart excipients. The numerous hydroxyl groups, the complex structure of

amylopectin, the helix-forming properties of amylose and the enzymatic susceptibility as combined
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features are making starch a unique and highly valuable material for pharmaceutical and biomedical

applications.

Considering the huge variability of the starch types, sources and derivatives, there is a continuous need to
better understand the impact of their structure on the expected applications. None of other biopolymers
combine as much features as starch. It is biodegradable and majority of the modifications are green
chemistry in aqueous media. In a near future, usage of modified starch for pharmaceutical and biomedical
applications is very likely to increase, owing to its versatility, biodegradability, biocompatibility, low-cost
and availability. Many reports on pharmaceutical and biomedical applications limited their study to
commercial food-grade starch. Reglementary acceptation of more starch derivatives and new starch
sources would be a great opportunity to increase the number of starch products integrated on the market

for pharmaceutical and biomedical applications.
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CHAPITRE 2

LES FILMS A BASE D’AMIDON MODIFIE

2.1  Structure, propriétés et caractéristiques de I'amidon

Chez les végétaux, I'amidon est assemblé dans les organes et les tissus a partir de fragments glucosidiques,
particulierement dans les amyloplastes, comme réserve d’énergie. C'est un polymere de glucose a tres
haute masse moléculaire. Il se distingue par ses lien glucosidiques a-1,4 qui forment un angle entre les
unités de glucose et permet d’adopter une forme d’hélice. Il se compose d’amylose (non-branché) et
d’amylopectine (fortement branchée). L’amylose s’organise en hélice simple ayant une cavité au centre et
peut étre long de plus d’un millier d’unités. La masse moléculaire de I'amylopectine est trés élevée et
atteint des centaines de milliers d’unités. Les branches terminales de I'amylopectine sont courtes (environ
30 unités) mais trés nombreuses et s’organisent en hélices simples et double-hélices compactes. Les
amidons difféerent remarquablement selon les sources. Les particules d’amidon de riz sont petites et
polygonales tandis que celles de pomme de terre sont grosses et rondes (fig. 2.1). Différents amidons sont

comparés au tableau 2.1 mais beaucoup d’autres sources sont étudiées.

Dans les plantes, 'amidon a une forme de granule car il est assemblé par des enzymes qui travaillent en
surface. Entre autres, I'amidon synthase (une glycosyltransférase ayant plusieurs isoformes) transfére des
unités ADP-glucose vers I'extrémité non-réductrice de 'amidon pour former des lien a-1,4 (Jeon et al.,
2010). Ensuite, des enzymes de branchement (amidon synthases) et de débranchement (isoamylases) vont

former ou cliver des liens -1,6 en surface, générant les sections amorphes des granules d’amidon.

Le ratio amylose:amylopectine varie donc avec les sources d’amidon. Dans la granule, les double-hélices
sont assemblées en lamelles cristallines concentriques, intercalées avec des sections amorphes (les
ramifications). L'amylose, trés long, se retrouve surtout dans les sections amorphes mais peut aussi former
des hélices simples et participer a I'organisation des sections cristallines. L'organisation des hélices dans

les granules dépend du type d’amidon (fig. 2.2).

Les amidons des grains de céréale, petits, ont généralement une cristallinité de type A (orthorhombique).

Les amidons de tubercules (i.e. de pomme de terre) sont gros et arrondis avec une cristallinité de type B
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(hexagonale). Le type B possede des canaux vides entre les hélices ol peuvent se nicher des molécules

d’eau. Des molécules d’eau se retrouvent aussi dans et entre les hélices.

Qum

Figure 2.1 Micrographie de différents amidons. Adaptation d'apres (Choy et al., 2016).

Tableau 2.1  Les propriétés de quelques amidons. AP : amylopectine, AM : amylose, C : cristallinité.
(Alcazar Alay et Meireles, 2015; Bhat, 2015; Cheetham et Tao, 1998; Chen et al., 2017b; Martens et al.,
2018; Ouyang et al., 2021; Singh et al., 2016; Stawski, 2008)

Types Source TXI;E %AM (%) | %C (%) Gonf(l;r)nent Gélatinisation (°C)

Cireux Riz A <1 38 45-90 60-78
Riz A 16-29 33 23-30 63-92

Céréale Blé A 18-30 28 18-27 55-84
Mais A 19-28 19 22 69-78

ARA Mais B, C >70 17 6 67-n.d.

18-26
Tubercule Pomme de terre B 30-41 46 1159 57-69
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2.1.1 Gélatinisation

La gélatinisation est la solubilisation du polymeére par destruction des ponts hydrogene intermoléculaires
(i.e. chauffage) tandis que la gélation est la formation d’un gel par création des ponts hydrogene intra- et
intermoléculaires (refroidissement). Les chaines s’organiseront en réseau par refroidissement, formant un

gel (gélation).

L’amidon natif n’est pas soluble a froid et requiére du chauffage pour briser les ponts hydrogéne. Les ponts
hydrogene sont nombreux, ils se retrouvent entre les unités glucosidiques voisines, entre les tours
d’hélices et entre les hélices, rendant I'amidon peu soluble en eau froide. La majorité des amidons se
solubiliseront par un traitement hydrothermique léger. Lorsque I'amidon se solubilise, il forme une
solution visqueuse (gélatinisation) d0 aux chaines polymériques qui ont des trés grandes masses

moléculaires. Avec suffisamment d’énergie, elles s’hydratent et occupent beaucoup d’espace (fig. 2.4).

B Mais régulier (30% amylose) Mais cireux (1%)

Figure 2.3 Aspects de la gélatinisation. A) Schéma de la gélatinisation des granules d’amidon.
(Goesaert et al., 2005). B) Suivi de la gélatinisation des granules par microscopie en présence d’iode. En
bleu : amidon régulier; en rouge : amidon cireux. En noir : microscopie a lumiére polarisée (Fukami et
al., 2010).

Pour I'amylopectine, la dissociation et réassociation des doubles hélices est rapide car les chaines
terminales sont courtes (degré de polymérisation, DP ~30) et positionnées adéquatement sur les chaines
secondaires (les chaines secondaires sont celles reliées a la chaine principale). Pour I'amylose (DP 100 —
1000), la formation d’une double hélice est moins probable. La solubilité de I'amylopectine est donc

différente de celle de I'amylose. Dans la double hélice, autant des hydroxyles que des hydrogénes sont

34



orientés vers |'extérieur et la surface est hydrophile. Au contraire, dans la simple hélice d’amylose, des
hydrogénes pointent a I'intérieur et des hydroxyles a I'extérieur (fig. 2.4). Ayant un extérieur hydrophile,
I'amylose favorise la forme hélice en solution. Les hélices de I'amylopectine, plus ou moins hydrophiles en

surface, sont moins gagnantes énergétiquement a rester sous forme hélice : elles gélatinisent facilement.

A Double-hélice (amylopectine) B Hélice simple (amylose)
2.13 nm
A 0.805 nm |
» ) e *
v ol >
\/ .
Figure 2.4 Sections hydrophiles et hydrophobes de la double-hélice et I'hélice simple. Jaune :

hydrophobe, bleu : hydrophile, A : double-hélice et B : hélice simple. Adaptation d’aprés (Buléon et al.,
1998; Mottiar et Altosaar, 2011).

2.1.2 Rétrogradation

Tout comme la gélatinisation, la rétrogradation se fait en plusieurs étapes (fig. 2.5). Lorsque la solution
visqueuse formée se refroidit apres le chauffage, I'amidon se réorganise pour adopter une structure plus
stable. D’abord, les doubles-hélices vont se former dans des orientations quelconques. Ce processus est
rapide (30 minutes a quelques heures). Ensuite les doubles-hélices vont s’aligner et les cristaux vont
augmenter en grandeur et en organisation. Cela implique la rotation des chafnes principales dans des

positions plus stables et peut durer des jours voire des mois.

L'amylose, ayant un degré de polymérisation entre 100 et 1000 ou plus, rétrograde moins et plus
lentement que I'amylopectine qui a des ramifications a chaines courtes. Egalement, dans I'amylopectine,
les chalnes sont a proximité les unes des autres et sont orientées par les chaines principales qui forcent
I'alignement. Comme I'amylopectine rétrograde plus rapidement, il est probable que I'amylose s’organise

ensuite autour des structures d’amylopectine.
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Figure 2.5 Rétrogradation de I’amylopectine comparée a I'amylose. Adaptation d’aprés

(Goodfellow et Wilson, 1990).

Biodégradabilité

L’amidon est susceptible a la dégradation enzymatique par I'a-amylase, ce qui permet aux étres vivants
de le métaboliser. Chez ’humain, I’a-amylase se retrouve dans la salive, le sang et I'intestin. Les amidons
peuvent donc étre classés selon leur susceptibilité a la dégradation par I'a-amylase. L'amidon riche en
amylose (ARA, en anglais HAS : high amylose starch) est moins affecté que les amidons riches en
amylopectine. L’amidon sous forme de granule est aussi moins susceptible a I'a-amylase que I'amidon
gélatinisé. Les amylases se retrouvent dans la nature, dans les plantes et peuvent étre exprimées par
certains micro-organismes. L'amidon est donc facilement décomposable et compostable. Associé avec
I'argile, la biodégradation atteint 20 semaines (Méité et al., 2021) et peut servir a contréler la libération

des engrais (Sarkar et al., 2021).

2.1.3 Caractérisation des granules d’amidon
2.1.3.1 Diffraction des rayons X (DRX)

En DRX, I'énergie du rayon incident ne varie pas; la distance entre les plans de symétrie peut donc étre
calculée. Pour I'arrangement type A (orthorhombique), les pics caractéristiques sont 15, 17, 17.8 et 23°

(26). L'arrangement type B (hexagonal) montre des pics a 5, 17, 19.5, 22 et 24° (20). Il existe aussi des
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cristaux d’amylose qui donnent lieu a des motifs type V ayant des pics a 7.8, 13.4 et 20.8° (20). La
cristallinité relative est calculée avec le ratio de I'aire des pics divisé par I'aire sous la ligne de base. En
mesurant le changement de cristallinité entre le début et |a fin de I'entreposage d’un produit d’amidon, il

est possible d’estimer la rétrogradation.

2.1.3.2 Laspectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

Les polysaccharides sont riches en liaisons C-O et C-H variées, ce qui rend l'identification difficile a cause
du chevauchement des bandes. Dans le grain d’amidon, les unités glucosidiques n’ont pas exactement le
méme environnement les unes face aux autres. Les énergies des modes vibrationnels atomiques ne sont
pas identiques et élargissent les bandes a l'infrarouge. Il a été remarqué qu’une section du spectre de
I’amidon reflétait I'organisation de sa structure. Les bandes a 1044, 1022 et 995 cm™ sont influencées par

I’organisation des chaines et permettent de déduire des changements structuraux.

2.1.3.3 Autres techniques

La thermogravimétrie mesure le changement de poids d’un échantillon en fonction de la température.
Deux phases principales de changement de poids sont observables : la déshydratation vers 100 °C et la
décomposition apres 300 °C. Lors de la décomposition, plusieurs réactions peuvent avoir lieu, par exemple
la dépolymérisation, la condensation, I’élimination d’hydroxyles et la formation de carbonyle (Lemos et
al., 2019). Des liens éthers vont se former et de I'éthyléne sera libéré (Zhang et al., 2002). Aprés 400 °C, le

résidu aura une composition semblable a une résine.

Pour analyser les résultats plus facilement, la dérivée de la courbe est calculée et représente la vitesse de
perte de masse. Le parametre utilisé pour comparer les analyses thermogravimétriques de I'amidon est
surtout la température du pic le plus intense de la dérivée (DTGmax). Les DTGmax de quelques amidons

modifiés sont présentées au tableau 2.2.

La DTGmax dépend des parameétres de la méthode. L'atmospheére (inerte ou oxydante) change la masse
finale du résidu (fig. 2.6A). La vitesse d’augmentation de la température a un impact plus considérable;
I’'augmentation du chauffage de 5 °C/min a 10, 15 et 20 °C/min a augmenté les valeurs de DTGmax de plus
de 15 °C (fig. 2.6B) et les températures a 5% de perte de masse (T5%) de plus de 200 °C (Liu et al., 2019b).
La DTGmax varie aussi avec le type d’amidon, la cristallinité, le pourcentage d’amylose, le type de

fonctionnalisation (fig. 2.6C) et un peu selon I’hydratation (fig. 2.6D).
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Tableau 2.2  Analyse thermogravimétrique de quelques amidons natifs et modifiés

Amidon Natif Modifié Références
DTGmax (°C) | DTGmax (°C)
ARA (mais) 262 286 CMARA (Massicotte et al., 2008)
300 285 CMARA (Lemieux et al., 2010)
324 291 AECMARA (Sakeer et al., 2018)
327 287 TMACMARA | (Benyerbah et al., 2019)
Amidon de mais 309 294 Hydrolysé (Aggarwal et Dollimore, 1998)
305 285-300 Oxydé | (Soliman et al., 1997)
Starch1500°® 300 nd (Rajabnezhad et al., 2020).
nd 290 Hydraté (Raxit et al.)
Cireux 328 392 Propanoate | (Zhuetal., 2017)
Normal 322 395
Gelose®50 (G50) 315 397
Gelose®80 (G80) 312 395
Amidon de pomme de terre | 310 325 Acétate (Morén et al., 2012)
317 Maléate
316 Octanoate
Amidon de riz cireux 320 nd (Chen et al., 2019a).

La calorimétrie différentielle a balayage (DSC) mesure I'énergie nécessaire pour changer la température
(I'endotherme) d’une cupule contenant I’échantillon. Cette technique permet d’obtenir la température de
gélatinisation de I'amidon en ajoutant un minimum d’eau. La cupule est fermée hermétiquement et
stabilisée pendant au moins 12 h. Ensuite, I'analyse DSC est conduite entre 40 et 120 °C. La DSC sur des
poudres séches est utilisée pour trouver la température de transition vitreuse en utilisant une cupule

perforée (Khan et al., 2019).

Le test d’iode (fig. 2.7) mesure la capacité de 'amidon a former des hélices simples incorporant I'iode. En
relation avec la longueur des chaines, les complexes d’iode formés par I'amylose ont une couleur bleu
foncé et ceux de I'amylopectine sont rouges. Le ratio amylose:amylopectine peut donc étre estimé a I'aide

d’une courbe standard.

La viscosité et la température de gélatinisation sont des parameétres qui décrivent bien les amidons. lls
peuvent étre estimés simultanément avec un viscographe de style Brabender, comme le Rapid Visco
Analyzer (Li et al., 2020). L'étude de la formation des pates d’amidon (pasting properties) mesure la

viscosité tout au long du chauffage et du refroidissement. Cette méthode permet de voir rapidement la
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différence entre la gélatinisation hydrothermique des amidons réguliers et des ARA (fig. 2.8). Ce test

montre que I’ARA ne gélatinise pas du tout dans la gamme des températures habituelles.

En spectroscopie de résonance magnétique (RMN), le spectre du proton (*H) est obtenu aprés hydrolyse
de I'amidon. Le spectre du carbone peut étre mesuré a I'état solide, sans traitement additionnel. Les
carbones C; et Cs ont une bonne résolution et peuvent servir a calculer le degré de substitution (Ferro et
al., 2017).

A) Atmosphére inerte ou oxydante B) Vitesse de chauffage
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Figure 2.6 Les différents facteurs affectant les courbes TGA de I'amidon. A) Lutilisation d’une

atmosphere inerte (N;) ne permet pas la dégradation compléte des carbones organiques (Liu et al., 2014).
B) L’augmentation de la vitesse de chauffage donne des valeurs différentes (Liu et al., 2019b). C) L’ajout
des fonctions acétyle a augmenté la stabilité des amidons (Zhu et al., 2017). D) Le contenu initial en eau
ne déplace pas la température du DTGmax mais change I'allure de la courbe (Liu et al., 2013). Gelose®50
(G50) et Gelose®80 (G80) sont des amidons riches en amylose.
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Figure 2.7 Coloration de l'iode en fonction de la teneur en amylose. A) Les granules d’amidon
riches en amylose se colorent en violet et celles riches en amylopectine en rouge. B) Micrographie
représentant des granules d’amidon dans des grains de pollen. C) Courbes d’absorbance en visible de
I'iode complexé avec ’'amylose ou I’lamylopectine (Hostettler et al., 2011; Hunt et al., 2013).
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Figure 2.8 Viscosité des différents amidons pendant et aprés chauffage. La viscosité est exprimée

en Rapid Visco units. Le RVU est une mesure de la force rotationnelle appliquée pour mélanger la ‘pate’.
Il se rapproche de la centipoise mais ne peut pas étre comparé directement, a cause de I'impact de la
non-linéarité des fluides non-Newtoniens. Adaptation d'apres (Jane et al., 1999).
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2.1.4 L'amidon riche en amylose (ARA)

L’ARA (en anglais : high amylose starch, HAS) est classé comme un amidon résistant. L’amylose, en plus
grand ratio que I'amylopectine, participerait a la stabilisation de la granule, formant des points d’encrage,

passant d’une lamelle cristalline a une autre.

Les matériaux a base d’ARA sont plus stables (rétrogradent peu) et plus résistants grace aux longues
chaines et aux hydroxyles formant des ponts hydrogéne. Comme I'amylose forme des liens entre les
sections du grain, I’ARA gélatinise difficilement. Ce phénomene est visible sur la courbe du viscographe

(fig. 2.8) ou I’ARA ne devient méme pas un peu visqueux pendant la durée du test.

2.2  Les modifications de 'amidon

Différents amidons comme additifs alimentaires sont énumérés au tableau 2.3. Au niveau de la FDA (Food
and Drug Administration), les amidons modifiés qui répondent a la norme générale de la Pharmacopée
des Etats-Unis (United States Pharmacopeia, USP) sont considérés comme généralement sans danger
(Generally recognized as safe, GRAS). Les différentes facons de classer les amidons modifiés sont
présentées au tableau 2.4. Les modifications de I'amidon peuvent avoir plusieurs effets i.e. limiter la

rétrogradation, augmenter la solubilité ou diminuer la température de gélatinisation.

Tableau 2.3  Réglementation des amidons modifiés comme additifs alimentaires.

e el Commission FDA . .(Fooc.! and Drug
Européenne Administration)

Oxidised starch E 1404

Monostarch phosphate E 1410

Distarch phosphate (réticulé)* E 1412 GRAS (generally recognized

Phosphated distarch phosphate * E 1413 as safe).

Acetylated distarch phosphate* E 1414

Acetylated starch E 1420 Appellation générale : ‘food

Acetylated distarch adipate E 1422 starch-modified’

Hydroxypropy! starch E 1440

Hydroxypropyl! distarch phosphate E 1442 Conforme a la

Starch sodium octenyl succinate E 1450 pharmacopée (USP)

Acetylated oxidised starch E 1451

Starch aluminum octenyl succinate E 1452

*distarch phosphate est un lien Amidon-PO,-Amidon obtenu par estérification/réticulation de I'amidon
avec le trimetaphosphate de sodium.
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Les amidons avec des fonctions polaires et alkyles (I'octényle succinate d’amidon ‘OSA’) ou des fonctions
non-ioniques (i.e. acétylé) sont utilisés pour les émulsions et répandus en alimentation. Ces fonctions ne
forment pas (ou peu) de ponts hydrogene avec les hydroxyles de I'amidon. Leur présence crée de
I’encombrement stérique, empéchant la réorganisation des cristaux (rétrogradation), ce qui permet aux

soupes, yogourt, sauces et autres de ne pas figer aprés refroidissement.

Les modifications peuvent étre classées comme physiques, chimiques ou enzymatiques. Les modifications
enzymatiques sont essentiellement la dépolymérisation donnant des granules poreuses (procédé contrélé)

ou des ‘dextrines’ avec un contenu élevé en lien a-1,6 (voir des exemples d’applications au chapitre 1).

Tableau 2.4 Diverses classifications des modifications des amidons

En alimentation

(Krempel et al., 2019; Wurzburg, AR EL NI EL LG

T ficati
MESSCElol e (Taggart et Mitchell, 2009)

2006)

Physiques Amidons convertis Modification de I'amidon comme

e Gélatinisation e Acidification ingrédient

e Broyage e Oxydation e Physiques

e Extrusion e Dextrinisation e Enzymatiques

e Thermo- Amidons stabilisés e Dextrinisation

compression e Acétate e Traité al'acide

Chimiques e Monophosphate e Alcalin

e Substitution
Enzymatiques

e Succinate
e Hydroxypropyl

Blanchi (bleached)

Modification de I’'amidon comme

e Dépolymérisation Amidons réticulés additif
e Oxydé
e Phosphaté
o Acétylé
e Hydroxypropylé
e OSA

*(OSA : octénylsuccinate d’amidon

2.2.1 Les traitements physiques

Les traitements physiques utilisés sont surtout le broyage, I’extrusion, le séchage par atomisation (spray-
drying) et les traitements hydrothermiques. Le broyage (i.e. meules, rouleaux, moulin a billes) et
I’extrusion peuvent étre effectués a sec, en présence d’un faible taux d’humidité ou méme des réactifs.
Principalement, les granules seront écrasées, créant des cassures importantes dans les cristaux, ce qui
désorganisera partiellement la structure (i.e. Starch 1500°®). Cela permet une meilleure hydratation de la

granule, diminuant la température de gélatinisation.
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Le traitement hydrothermal désorganise les cristaux d’amylopectine et permet d’obtenir des amidons
prégélatinisés, faciles a solubiliser. Ce type de matériaux est utilisé en alimentation (i.e. épaississant) et

dans I'industrie pharmaceutique comme excipient pour les comprimés.

2.2.2 Les modifications chimiques

Les fonctions ester (CO-O-C) se trouvent dans |'acétate d’amidon (un additif alimentaire) et servent a
abaisser la température de gélatinisation. Les éthers (C-O-C) résultent de la réaction avec un époxyde
(ouverture de cycle) ou avec un dérivé halogéné (substitution nucléophile). C’est le cas de I’hydroxypropyl
amidon, un additif alimentaire. Les nouvelles propriétés de I'amidon modifié vont varier si le groupe ajouté

est aliphatique ou ionique.

Les modifications anioniques sont entre autres les phosphates et les carboxylates (fig. 2.9). Les amidons
phosphatés (phosphate de monoamidon) sont des additifs alimentaires. Ils ont une bonne solubilité due
au caractere ionique du phosphate. lls sont obtenus entre autres par phosphorylation avec un agent

phosphorylant monofonctionnel comme le tripolyphosphate de sodium.

Les phosphates de di-amidon (réticulés) sont obtenus a l'aide de I’agent phosphorylant polyfonctionnel :
trimétaphosphate de sodium (STMP). Lors de la réaction avec STMP, le phosphate de monoamidon est
généré a pH 5.0-6.5, tandis que le phosphate de di-amidon s’obtient a pH 9.5 ou plus (Shukri et Shi, 2017).
Les réticulations créent des défauts lors de la cristallisation, empéchant la rétrogradation. Contrairement
a I'épichlorhydrine qui forme un lien non ionique, un pont phosphate entre deux chaines d’amidon apporte
un nouveau caractére ionique qui peut influencer la solubilité. Les phosphates d’amidon comme Purity®D
restent solubles a pH acide, ce qui les rend intéressants pour le domaine alimentaire (sauce, yaourt). Les

amidons cationiques sont surtout obtenus par modification avec des fonctions amines.

Les amidons portant les deux charges, anioniques et cationiques, sont nommés de différentes fagons dans
la littérature : amphotériques, ampholytiques, amphiprotiques et parfois zwitterioniques. Ampho et
amphi ont la méme utilisation qui signifie ‘les deux’. Amphiphile signifie qui possede un groupe hydrophile
et un groupe lipophile. Toutefois, lytique, du grec lytos, signifie ‘qui peut étre rompu’, divisé, dissocié
(comme dans le sens d’électrolyte). S'il faut le prendre dans le sens ‘ionisé en solution’, cela peut étre
envisageable. Ainsi, ampholyte signifierait ‘chacun des deux ions’, cationique et anionique. En grec ancien

amphdteros signifiait « chacun des deux ». Le terme amphotere est trés utilisé pour décrire les agents
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zwitterioniques. Le terme zwitterionique qui vient de l'allemand zwitter (hybride), désigne ‘deux

caracteres ioniques’. Un zwitterion peut cependant étre considéré comme ayant 50 % de caractere

anionique et 50 % de cationique, impliquerait que le dérivé d’amidon possede les deux fonctions en

quantité (ou force ionique) équivalente.

Anionique Non-ionique
4 0 o, O A / Q )
/ ﬁpi\ CH,
R—O o r—g ©OH R—O
Carboxyméthyl amidon Phosphate d'amidon Acétyl amidon
CH,
R—O OH
Hydroxypropyl amidon
\ Octénylsuccinate d'amidon CH5 ) K /
Figure 2.9 Structure de quelques amidons modifiés. R=amidon.

Les ‘Ampholines’ (Pharmacia Biotechnology, Uppsala, Suéde) sont des matériaux de type polyamines

portant aussi des fonctions polycarboxyliques, utilisés pour créer des gradients de pH dans des gels ou des

colonnes (Deng et al., 2020). Un agent amphotérique est une molécule ou un ion qui peut réagir comme

un acide ou une base. Il semblerait que ‘amphotere’ serait un adjectif tandis que ‘ampholyte’ désignerait

le nom. Un ampholyte serait une espece chimique avec un caractére amphotere. En conclusion, il

semblerait que les termes ampholytique et amphotérique sont bons mais pas amphiprotique et

zwitterionique. Les amidons ampholytiques sont utilisés dans le domaine biomédical pour leur interaction

avec les protéines (chapitre 1). En chimie de I'eau, ils sont utilisés pour leur capacité a complexer des

métaux et comme floculants pour traiter les eaux usées (Song et al., 2009). Derniérement, des amidons

ampholytiques ont été obtenus et utilisés comme matrices monolithiques pour la livraison de hautes

charges d’agents actifs (Benyerbah et al., 2019; Sakeer et al., 2018).
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2.2.2.1 Le carboxyméthyl amidon

L’ajout d’'une nouvelle fonction carboxyle est utile pour diminuer la rétrogradation, augmenter la solubilité,
la mucoadhésion et méme pour complexer des métaux (i.e. pour le traitement des eaux).

carboxyméthylation se fait selon I'éthérification de Williamson, découverte en 1850 par A. W. Williamson
(Wisniak, 2009). En présence de NaOH, les hydroxyles sont transformés en alkoxides. Avec une charge
négative, I'anion d’oxygéne peut effectuer une substitution nucléophile sur un dérivé halogéné comme le

chloroacétate de sodium.

Le glycolate d’amidon sodique (Paul J. Sheskey et al., 2009) est un terme utilisé pour désigner le
carboxyméthyl amidon (réticulé ou non). Cependant, le terme glycolate peut porter a confusion car pour
les éthers d’amidon, le lien éther n’est pas inclus dans la dénomination du groupe fonctionnel. Le
carboxyméthyl amidon (CMA) de pomme de terre, grandement soluble, est utilisé comme désintégrant et
forme des films trés solubles (i.e. Vivastar® de JRS Pharma). Le carboxyméthyl amidon riche en amylose
(CMARA) est moins soluble (UQAM). Il permet de protéger contre I'acidité gastrique et est utilisé pour les
formulations orales a libération ciblée a I'intestin gréle ou le c6lon (Calinescu et al., 2007). Les applications
des CMA de différentes sources comme excipients pharmaceutiques ainsi que des aspects reliés a leur

utilisation ont été décrites en détails au chapitre 1.

a) Carboxymeéthylation SNI c A ) OH

P o)
OH /S/O ﬁé')l
,5{0 pH 12 Na wo oH }Cio o Oo‘f
HO oo NaOH, T° O o KT;{;—" K(o
= +

b) Titration
oH HCI 2M oH _
%/O 30 min ﬁ% o Tlt’rer avea;:j HCl en
NaOH 0.05M H)’ présence de
éiO WD Protonation éiO O r;io \/(C?\ —» phénolphthaléine
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(0]
‘Na© OH Kf

O Na O-Na+

Figure 2.10 Carboxyméthylation de I'amidon par ['éthérification de Williamson (a) et titration
inverse avec du HCI (b). SMCA : monochloroacétate de sodium.
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2.2.3 Impact des modifications sur la structure de I'amidon

Plusieurs parametres vont affecter 'organisation de I'amidon comme illustré a la fig.2.11: Ia
gélatinisation (milieux aqueux), la température, le type des nouvelles fonctions et la méthode de séchage.
En phase aqueuse, la gélatinisation et la désorganisation sont plus prononcées qu'en phase organique. La
présence ou I'absence des liens hydrogene intermoléculaires distingue les différents procédés de séchage.
La lyophilisation ou le séchage d’un gel ou d’une pate d’amidon générera des matériaux amorphes et
poreux (i.e. mousses ou ‘gateaux’). Réduits en poudre, les produits seront plus solubles car sans

rétrogradation, les cristaux seront petits et désordonnés, créant des pores et des défauts.

Phase aqueuse
Gelatinisé 20 min

Modifications
en phase
aqueuse

Amidon natif Réticulé en
‘ phase aqueuse

A) Précipitation
par solvant

v i

100 pm €300)

B) Séchage par
atomisation

Amidon de mais
Extrusion

100 pm, (=300) 2 pm (x10k)

C) Lyophilisation

100y (360 Tam (250
Figure 2.11 Structure de I'amidon influencée par la gélatinisation, les modifications chimiques et le
type de séchage. Adaptation d’apres (Labelle et al., 2020; Lemieux et al., 2010).

Dans des articles récents (Assaad et Mateescu, 2010; Calinescu et Mateescu, 2008; Labelle et al., 2019),
apres la modification aqueuse de I'amidon, le mélange réactionnel est neutralisé puis le dérivé est
précipité a I'aide d’un solvant moins polaire que I'eau (i.e. le méthanol). L’alcool a plus d’affinité avec I'eau

qui est tres polaire, ce qui déshydratera I'amidon. Le méthanol contient des liens C-H, aprotiques et moins
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polaires, offrant un pouvoir de solvatation plus faible que I'eau. Les hydroxyles de I'amidon vont donc
former des liens hydrogenes entre eux, amorgant la réorganisation des chaines et I'agglomération des
particules. Les solvants polaires protiques peuvent solubiliser des petits polyols comme des sucres mais
pas des gros polyols comme I'amidon (I'amylopectine, plus branché, précipite plus rapidement que

I'amylose).

En augmentant progressivement la concentration en méthanol, 'amidon va pouvoir se réorganiser en
suspension avec un minimum de contact entre les particules. La forme des particules aprés la précipitation

par solvant est semblable a celle des poudres obtenues par séchage par pulvérisation (spray-drying).

Par précipitation avec du solvant, les particules d’amidon ont le temps de se réorganiser (rétrograder)
avant d’étre en contact avec les autres particules. Cela diminue leur solubilité en comparaison aux amidons

qui sont séchés sans rétrogradation (i.e. lyophilisation des gels d’amidon).

Il est important de noter que pour I'amidon, le terme amorphe ne correspond pas nécessairement a
soluble. Un matériau majoritairement amorphe peut étre trés dense et avoir une faible solubilité (comme

la granule d’ARA).

2.3 Développements et caractéristiques des films d’amidon natif

Les films plastiques sont essentiels dans différents domaines mais la majorité sont synthétiques et non
biodégradables (Glenn et al., 2014). lls permettent de protéger les produits les uns des autres ou contre
I’environnement, contre le frottement, manipulations, etc. Les films peuvent étre fonctionnels comme les
adhésifs, les textiles, les formulations pharmaceutiques orales ou dermales et les produits orodispersibles.
Ils peuvent servir de support (textile, tapis, culture de cellule) ou de matrice pour I'absorption (absorbants,
livraison des médicaments, papier indicateur). Généralement, leur application nécessite une bonne

flexibilité et une protection contre I’humidité.

Les films a base d’amidon sont intéressants pour remplacer les films de polymeéres synthétiques. L'a-
amylase, produite par différents micro-organismes, clive le lien a-1,4 de I'amidon et permet la
décomposition. Différemment de certaines pellicules plastiques, les films d’amidon sont perméables a la
vapeur d’eau. Ce peut étre un inconvénient ou un avantage, selon I'application. La perméabilité dépend

des propriétés de I'amidon (type, modifications, solubilité) et du film (épaisseur, plastifiant, humidité). Le
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tableau 2.5 montre que la perméabilité a la vapeur d’eau (PVE) des biofilms est plus grande que celle des

films plastiques (Keller et Kouzes, 2017; Monteiro et al., 2018; Wang et al., 2018).

Pour obtenir un film, la surface de contact entre les molécules doit étre grande, sinon le film sera fragile
(i.e. film de petites molécules comme le sorbitol) ou le matériau sera non-filmogene (i.e. les granules
d’amidon qui ne sont pas gélatinisées). Lorsqu’un gel d’amidon est déshydraté sous forme de couche,
pellicule ou revétement, il est possible d’obtenir un film. Le ‘coulage’, en anglais ‘casting’, est un procédé
de fabrication répandu qui consiste a verser un liquide, une pate ou un matériau fondu puis a le sécher ou
le refroidir (thermoformage). Des solutions filmogenes d’amidon peuvent étre évaporées dans des moules

avec ou sans chauffage.

Tableau 2.5 Perméabilité a la vapeur d’eau (PVE) des films de différents matériaux a 25 °C, 1 atm
(Keller et Kouzes, 2017; Monteiro et al., 2018; Pérez-Gallardo et al., 2012; Wang et al., 2018).

Perméabilité a la vapeur d’eau, Perméabilité a la vapeur d’eau,
PVE PVE
(g:um-m%jour®-kPa?) (g'-mm-m2h1-kPa?)

Polymeéres biodégradables
Polyvinyl alcool 41904 1.746
Papier 16416 0.684
Amidon:glycérol 5:1 14515 0.605
Amidon:sorbitol 5:4 15408 (Mais, acétylé, réticulé) 0.642

14112 (Mais, cireux) 0.588

13728 (Oxydé) 0.572

12552 (OSA, hydrolysé) 0.523
Acide polylactique 1642 0.068
Polycaprolactone 1510 0.063
Polymeres plastiques
Polyéthyléne 86 0.00358333
Plexiglas 5.25 0.00021875
Caoutchouc 3.76 0.00015667
Neoprene 1.49 0.00006208
Chlorure de polyvinyle 0.451 0.00001879
Polyéthyléne téréphthalate 0.213 0.00000888
Polypropyléne 0.0575 0.00000240
Teflon 0.00788 0.00000033
Saran 0.000821 0.00000003
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Pour donner une solution filmogene, I'amidon doit pouvoir se solubiliser complétement et pour obtenir
un film uniforme, I'amidon ne doit pas rétrograder (sinon le film craquera). Pour solubiliser I'amidon, il est
possible de chauffer mais si I'amidon est cristallin au départ, il risque de rétrograder et craquer le film.

C’est pourquoi on utilise I'amidon soluble en eau froide (cold-water soluble, CWS).

Pour obtenir un film rapidement, il est préférable d’utiliser une solution filmogéne a haute concentration.
Pour cela, 'amidon doit étre partiellement hydrolysé, sinon il est trop visqueux. D’autre part, I’hydrolyse
trop avancée diminue la force du film (résistance a la cassure). En général, un plastifiant est requis pour

améliorer les propriétés plastiques (élongation, déformation, flexibilité).

2.3.1 Caractérisation des films

Selon leurs applications, les films sont essentiellement caractérisés par leur épaisseur, propriétés
mécaniques (élongation, force de traction maximale), perméabilité aux gaz, la tension de surface (i.e.
I'angle de contact) ou parfois leur opacité et leur go(t (Garcia et al., 2018; Pérez-Gallardo et al., 2012). La
flexibilité peut étre décrite par I’élongation, obtenue par un test de traction qui mesure la force nécessaire
pour étirer un matériau sur une longueur donnée (Biduski et al., 2017). Ce test permet aussi de mesurer

la résistance a la traction et le module d’Young (force nécessaire pour I’élongation).

Selon leurs applications, les films sont aussi caractérisés par leur adhésivité, tension de surface, stabilité,
solubilité, dégradabilité et digestibilité. La cristallinité et la séparation de phase peuvent étre observées
par microscopie optique ou électronique a balayage (Veiga-Santos et al., 2008). La PVE est mesurée entre
autres selon deux méthodes classiques. La méthode séche utilise un dessiccant dans un récipient, clos par
le film a étudier, le tout placé a c6té d’un bécher d’eau, en milieu fermé. La méthode humide utilise un
récipient d’eau, clos par le film a étudier. Dans les deux cas, le changement de masse du montage est

mesuré en fonction du temps.

2.3.2 Procédés de fabrication

En industrie et a grande échelle, les films en général sont obtenus par extrusion, compression thermique
en présence d’eau ou moulage par injection. De nombreuses publications sont disponibles sur le sujet des
films d’amidon obtenus par casting, c’est-a-dire par évaporation d’une solution filmogene dans un moule.
Industriellement, ce procédé est peu rentable dii au temps de séchage mais permet une bonne évaluation

préliminaire des films. Le scale-up d’un tel procédé est le séchage sur ruban (tape-casting) et a été étudié
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avec I'amidon (de Moraes et al., 2013). Des films d’amidon ont aussi été obtenus par soufflage (Pelissari

et al., 2012; Zullo et lannace, 2009).

2.3.3 Développements concernant les films d’amidon

Historiquement, I'un des premiers brevets au sujet des films d’amidon (tableau 2.6) concernait des
couches insolubles comme revétement textile (Lolkema et Cornelis, 1941). L’amidon était modifié (ester
ou éther) en présence d’hydroxyde de sodium et d’une quantité limitée d’eau pour former une masse qui
était directement pressée en un film avec ou sans chauffage. La masse pouvait aussi étre pressée sur les

textiles, par exemple, pour protéger les bases des tapis.

Lorsque I'amylose est devenue disponible sur le marché, elle était complexée avec le n-butanol en solution.
Cette solution pouvait étre séchée directement en film (Davis et al.,, 1949). Des esters et éthers
aliphatiques d’amylose ont permis d’obtenir des poudres solubles et des films résistants a I’eau (Rutenberg
et al., 1957). Des chaines alkyles portant des hydroxyles ont augmenté la flexibilité et la résistance a la

fracture (Fisher et Estes, 1960).

Tableau 2.6 Brevets concernant les films d’amidon

Brevet Titre

(Lolkema et Cornelis, 1941) Process of forming insoluble layers from carbohydrates

(Davis et al., 1949) Process of producing amylose films

(Wolff et al., 1950) Process for the production of amylose films

(Rutenberg et al., 1957) Water-dispersible, partially substituted derivatives of amylose

(Fisher et Estes, 1960) Hydroxyalkylation of amylose suspension and product
produced thereby

(Klug, 1960) Amylaceous compositions for shaped articles and process

(Wurzburg et William, 1963) Water dispersible high amylose starch

(Protzman et al., 1964) Process of casting amylose films

(Young, 1963a) Amylosic material plasticized with quaternary ammonium salt

(Young, 1963b) Polyvinyl alcohol plasticized amylose compositions

(Buckler et Germino, 1964) Amylose film

(Griffin, 1976) Synthetic resin sheet material

(Frische et al., 1990) Special amyloses .and their use in the production of biologically
degradable plastics

(Knight, 1990) Starch derived shaped articles
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Des amidons modifiés ont été mélangés avec un plastifiant et conditionnés a 50 % d’humidité (environ 8 %
d’eau au final) avant d’étre granulés et extrudés sous forme de film (Klug, 1960). Il fut observé que les
films avec un grand ratio d’amylose étaient plus résistants a la fracture et plus flexibles. A ce moment, les
amidons riches en amylose (ARA) sont devenus plus connus et accessibles. Avec ses propriétés
intéressantes, I'ARA a généré des films plus robustes que les autres amidons. Toutefois, a cause de sa
solubilité, il nécessitait un traitement hydrothermal a plus de 100 °C et sous pression pour gélatiniser
complétement. Un matériau qui se solubilisait a des températures plus acceptables (60 — 100 °C) a été
obtenu en traitant 'ARA avec un broyage par attrition a I'aide de rouleaux mécaniques (Wurzburg et
William, 1963). Les films obtenus étaient plus homogenes, lisses et robustes que ceux faits d’amidon sans

broyage. Le broyage en présence de sorbitol (ex. a 50 %) a donné des films plus homogeénes et robustes.

2.3.4 Les publications concernant les films d’amidon non-fonctionnalisé

Le tableau 2.7 rassemble des publications des 30 dernieres années a propos des films d’amidons natifs. En
conclusions, le choix des plastifiants (sorbitol ou glycérol) et leur concentration jouent un réle important
dans la cristallinité, la flexibilité et la PVE. L’humidité relative (HR) a un impact déterminant sur les

propriétés mécaniques. Les amidons cireux sont peu utilisés car ils rétrogradent beaucoup.

Par la suite, plusieurs auteurs ont essayé d’obtenir des films en combinant I'amidon natif avec d’autres
matériaux comme le chitosane (Chillo et al., 2008; Xu et al., 2005b), la CMC (Tavares et al., 2020), la
gélatine (Garcia et al., 2018; Tongdeesoontorn et al., 2009), le PVA (Gomez-Aldapa et al., 2020; Yoon,
2014). La présence d’hydroxyles dans les polymeéres associés est bénéfique, permettant la formation des
ponts hydrogene. Dans tous les cas, en présence des autres polymeéres, les propriétés mécaniques sont

améliorées ainsi que la PVE.

En conclusion, 'amidon natif est un matériau abordable qui permet d’obtenir différents produits en

utilisant des plastifiants ou en I’associant a un deuxiéme polymeére.

2.4 Les films d’amidon modifié

Dernierement, les avancées dans le domaine des films sont surtout axées sur la modification de I'amidon
en tant que matiére premiere. Des films d’amidon réticulé ont été obtenus avec I'épichlorohydrine, ou 2-
(chlorométhyl)oxirane (Qiu et al., 2013; Rioux et al., 2002), du trimétaphosphate sodique, STMP (Pérez et
al., 2012) ou avec de I'acide citrique (Menzel, 2020).
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Tableau 2.7  Publications sur des films d’amidon non-fonctionnalisé. La majorité compare différents
amidons et utilise sorbitol ou glycérol comme plastifiants.

Références Observations

(Bader et Goritz, 1994) L'HR influence I'élongation. L'ARA doit étre traité a
I"autoclave a 155 °C

(Lourdin et al., 1995) L'amylose est plus extensible que I'amylopectine

(Garcia et al., 1999) L’ARA et le sorbitol donnent des films avec PVE plus faible
gue glycérol ou amidons a bas %AM

(Garcia et al., 2000) Films avec sorbitol moins cristallins qu’avec glycérol

(Gaudin et al., 2000) Sorbitol est antiplastifiant a conc. < 20 %

(Palviainen et al., 2001) 20 % glycérol ou sorbitol n’a pas d’effet plastifiant

(Forssell et al., 2002) La perméabilité dépend de I'humidité relative.

(Mali et al., 2002) De 0 a 45 % glycérol, la PVE augmente de 30 %

(Rindlav-Westling et al., | Séparation de phase des films lorsque séchés lentement a

2002) haute HR

(Tarvainen et al., 2002) La PVE était plus basse que pour éthylcellulose

(Mali et al., 2004) Le glycérol augmente la perméabilité

(Mali et al., 2005) Glycérol et sorbitol ont le méme effet a 40 %

(Fama et al., 2006) Sorbate de potassium diminue la cristallinité

(zhang et Han, 2006) Sorbitol plus efficace que glycérol

(Mali et al., 2006) Les propriétés mécaniques ne changent pas aprés 90j

(Bertuzzi et al., 2007) La PVE augmente avec la température

(Fama et al., 2007) Augmentation de cristallinité aprés 8 semaines

(Talja et al., 2007) L'HR influence les propriétés mécaniques

(Bergo et al., 2008) Présence de cristallinité avec 45 % glycérol

(Mdaller et al., 2008b) Plastifiants augmentent la PVE mais pas la solubilité

(Galdeano et al., 2009) Pas d’élongation a HR < 60 %

(Zullo et lannace, 2009) Films obtenus par soufflage (blowing)

(Lépez et Garcia, 2012) Glycérol augmente PVE et la solubilité

(Tapia et al., 2012) Diminue les échanges de gaz

HR : humidité relative. PVE : perméabilité a la vapeur d’eau

La réticulation avec STMP semble augmenter la résistance mécanique des films et aussi la PVE (Gutiérrez
etal., 2015). Le STMP réduit la flexibilité mais augmente la résistance mécanique et I’élongation (Woggum
et al., 2014). Il réduit aussi le gonflement (Colivet et Carvalho, 2017). Des films ont été obtenus de
différents amidons modifiés (tableau 2.8). Les modifications utilisées sont surtout I'acétylation et
I’hydrolyse. Ces modifications semblent augmenter la résistance mécanique des films et la PVE. Par
exemple, I’hydrolyse acide brise les chaines, diminuant leur masse moléculaire, ce qui diminue la viscosité.
L’hydrolyse libére des fragments d’amidon tels des dextrines et maltodextrines, lesquels peuvent former

davantage de liaison hydrogeéne, augmentant la résistance des gels.
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Tableau 2.8  Principales modifications de I’'amidon pour le rendre filmogéne

Modification Observations Référence
Réticulation Réduit la cristallinité (Rioux et al., 2002)
Fragiles sans plastifiants. Glycérol
augmente PVE

(Lépez et al., 2008)

Acétylé Augmente la résistance mécanique | (Lopez et al., 2011)
PVA comme plastifiant (Isotton et al., 2015)
Augmente |’élongation (Colussi et al., 2017)

Acidifié et oxydé Augmente |a résistance mecanique | gy i of of,, 2017)
et PVE

Hydrolysé Augmente la résistance mécanique | (Zhang et al., 2019)

Acétylé et hydroxypropyle | Augmente I'élongation et fa (Shaikh et al., 2019)
solubilité

Hydrolysé et hydroxypropylé | Améliore I’élongation (Huetal., 2019)

Ozonation Diminue I'élongation (La Fuente et al., 2019)

Plusieurs amidons modifiés filmogénes sont disponibles sur le marché en alimentation et pour le domaine
pharmaceutique. lls ont des propriétés bien précises qui permettent des applications spécifiques. En
alimentation, la gélatinisation peut étre requise avec ou sans chauffage (i.e. épaissir une sauce a froid ou
a chaud) et étroitement liée a la capacité de former un film. La viscosité et la rhéologie des solutions
d’amidons filmogénes sont proches de celles des solutions d’amidons utilisés comme liants (Gopalsamy et

al., 2019).

2.4.1 Les amidons modifiés filmogenes commerciaux

L'amidon de pois est surtout produit a partir de pois jaune (Pisum sativum). C'est un amidon ayant un ratio
d'amylose modéré et donc qui rétrograde un peu moins que les amidons réguliers. Particulierement, il est
moins cher que les autres amidons car c'est un sous-produit de I'extraction des protéines de pois. Il n'est
pas tres utilisé en alimentation car il a une faible viscosité. L'hydroxypropylation sert entre autre a
augmenter la solubilité comme pour le produit Lycoat® (Ratnayake et al., 2002), ce qui le rend soluble dans
I’eau froide. Il est aussi hydrolysé, ce qui diminue sa viscosité. Une basse viscosité permet d’utiliser une
solution filmogene plus concentrée et accélérer la fabrication des films. De grade pharmaceutique, il est
utilisé pour former des films pour I’'enrobage des comprimés (pelliculage). Lycoat® est utilisé pour masquer
le go(t des comprimés et faciliter I'avalement. Soluble, il se dissoudra dans I’'estomac. Il a aussi été utilisé
pour formuler des films oculaires d'hydrochlorure d'azélastine, un anti-histaminique pour traiter les

conjonctivites et les cataractes (Patil et Mahajan, 2021).
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Les amidons modifiés filmogenes commerciaux sont rapportés au tableau 2.9. La plupart sont de grade
alimentaire. L'octénylsuccinate d’amidon (OSA) est commercialisé par plusieurs producteurs. C’est
généralement un amidon de mais cireux, prégélatinisé et modifié a I'aide de I'anhydryde octénylsuccinique.
L'OSA possede des chalnes secondaires additionnelles courtes, avec une section polaire et une section
non-polaire. Ces deux sections agissent comme émulsifiant. La haute masse moléculaire de I'amidon
permet, en plus, de stabiliser les émulsions. Finalement, les fonctions octénylsuccinate empéchent la
rétrogradation et assurent une solubilisation rapide. Le tableau 2.9 montre aussi que plusieurs amidons
modifiés peuvent étre filmogenes. Le point clé des technologies réside plutét dans la facilité du processus

de solubilisation.

Tableau 2.9 Quelques amidons filmogénes commerciaux
Product Starch CWS | HC | F | Application Référence
Mira Cap® (Lyle & | Octénylsuccinate d’amidon X X X Emulsion, encapsulation, | (Medhekar et al.,, 2013;
Tate) (OSA) de mais spray-drying Zasypkin et Porzio, 2004)
Hi-Cap100 OSA - Amidon de mais .
X X X ifi
(Ingredion) cireux, basse MM Emulsifiant, . Remplacer (Lietal., 2021)
- - - gomme arabique, ;
Purity Gum® | OSA - Amidon de mais 7 . (Dokic et al., 2008)
. . X X X | Electrofilage
(Ingredion) cireux, haute MM
Crispfilm® Acétate d’ARA Friture - Diminuer
X - X | l., 201
(Ingredion) (30% AM) Fabsorption d'huile. (Gopalsamy et al., 2019)
- > - - .
Amldgmax 4500 Afmd.orj fje manioc CL Pré- | _ - X | Alimentation (Colivet et Carvalho, 2017)
(Cargill) gélatinisé
® -
Lycoat HyFiroxypropyI, amidon de X X X | Enrobage des comprimés
(Roquette) pois (hydrolysé)
NUtri
utriose Dextrine d’amidondeblé | X |- | X | Fibres solubles
(Roquette)
i K l., 2
Glucidex Amidon de mais hydrolysé Pharmace.uthue, (Karrout et al., 2009)
(Roquette) et spray-dried ) ) X | nutraceutique.
Liant, remplissage
Eurylon 6 HPPG | ARA mais, hydroxypropylé X ) X Alimentation
(Roquette) et prégelatinisé Fibres (amidon résistant)

CWS : soluble en eau froide, HC : Haute concentration, F: Filmogéene, CL:

Réticulé (cross-linked),

Roquette : Roquette et Freres (Fr).

L'utilisation d’autres matériaux dans les films d’amidon est un bon moyen d’améliorer leurs propriétés
antibactériennes. L’ajout d’huile essentielle (Kechichian et al., 2010; Souza et al., 2012; Souza et al., 2013),
de nanoparticules d’argent (Mehr et al., 2017) ou d’antioxydants (Menzel et al., 2020) a été étudié. Pour
former des films homogénes, ces matériaux doivent étre compatibles avec I'amidon, par exemple en
formant des liens hydrogene. La compatibilité entre les matériaux peut étre évaluée par microscopie en
observant I'homogénéité des phases dans le film. L'homogénéité peut étre influencée par la
rétrogradation de I'amidon (Veiga-Santos et al., 2008). Plusieurs brevets ont été déposés rapportant la

conception de films utilisant I'amidon avec d’autre matériaux e.g. Mater-bi® qui est composé d’amidon et

54



de polyesters aromatiques (Aldas et al., 2020). Biodégradable et compostable, Mater-bi® peut étre utilisé

pour I'extrusion, le soufflage, la thermocompression, le casting et le moulage par injection.

2.5 Applications

Les films d’amidons sont biodégradables et possiblement comestibles. lls peuvent étre a désintégration
rapide ou lente. Les films a désintégration rapide sont utilisés pour la livraison orale des médicaments,
agents actifs ou suppléments (en anglais : orally disintegrating films ODF). Pour cette application, la
solubilité doit étre élevée. Dans le domaine biomédical, les films a désintégration lente servent a couvrir
les blessures ou a la livraison transdermique (chap. 1, tableau 1.2). Il existe plusieurs amidons filmogénes
sur le marché et les films d’amidons sont de plus en plus étudiés pour le remplacement des polymeéres
synthétiques ou non-biodégradables. Ces biofilms visent des applications comme I'emballage de produits
ou l'enrobage d’aliment. Pour les emballages dégradables, une bonne flexibilité est recherchée mais
surtout une réduction de la PVE. La confection des films composites est la derniére tendance incluant des
composés actifs pour obtenir des emballages ou enrobages fonctionnels, par exemple avec la cire d’abeille
(Cai et al., 2020), la carboxyméthylcellulose (Tavares et al., 2020), le chitosane (Jha, 2020), le PVA (Gémez-
Aldapa et al., 2020) et la gélatine (Garcia et al., 2018).
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CHAPITRE 3

L’AMIDON POUR L’ENROBAGE DES COMPRIMES

3.1 Histoire des enrobages entériques

Le concept d’enrobage des formulations a plus de 2500 ans mais ce n’est que depuis récemment que des
enrobages entériques sont utilisés (fig. 3.1). Vers 1500 avant Jésus-Christ, en ancien Egypte, des boulettes
de médicament étaient enrobées avec du miel pour adoucir leur golt et les protéger de I'humidité
(Becelaere, 1929). De tels produits, inspirés des confiseries, se trouvaient plus tard chez les apothicaires
Islamiques au 10° siécle et Francais au 17¢ siecle (Parveen, 2017). Le processus de compression était connu
des Romains qui avaient des moules a comprimés (Wood, 1906). Les comprimés sont devenus plus
accessibles aprés la valorisation du processus de compression par le professeur Brockeden en 1844. A ce
moment, les produits chimiques comprimés étaient nouveaux et recherchés. Diverses inventions ont alors
vu le jour permettant d’enrober plusieurs comprimés a la fois, par exemple en les immobilisant sur des

tiges ou des clous (Griffenhagen et Sonnedecker, 1957).

Vers 1850, plusieurs brevets revendiquaient des appareils et des matériaux a enrobage comme la gélatine
ou des sucres. En 1878, le procédé d’enrobage par compression a été inventé (Carter, 1878). En 1884, un
enrobage est utilisé pour protéger une formulation pendant le transit dans I'estomac, idée du
dermatologue allemand Dr. Paul G. Unna (Cowen, 2002). || démontra que des comprimés enrobés de
kératine résistaient a un médium acide mais se solubilisaient a pH neutre et ce fut le début du principe des
médicaments ciblés. A ce moment, il n’était pas possible de suivre les formulations et de vérifier leur
efficacité. Les décennies qui suivent vont voir passer plusieurs produits naturels en tant que matériaux
d’enrobage comme des résines (schellac) ou pectines (Dulin, 2011). En 1899, Aspirin® (Bayer, 1863)
devient disponible sur le marché international et le comprimé monolithique devient la forme
d’administration la plus utilisée. Plus de 40 ans apres la découverte des rayons X (Roentgen, 1895), des
comprimés enrobés de shellac ont été suivis in vivo. Une méme formulation pouvait avoir des temps de

dissolution différents a cause de la grande variabilité de la qualité et de la stabilité du shellac. Les matériaux
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utilisés comme enrobages pour les comprimés vont ensuite évoluer vers les produits semi-synthétiques

(fig. 3.1).
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Les phthalates e.g. de cellulose (Eastman Kodak), des polyméres semi-synthétiques, vont devenir
populaires pour rapidement laisser la place aux méthacrylates, completement synthétiques et modulables,
idée du Dr. Otto R6hm (inventeur du Plexiglas®). Solubles dans I'eau, ils sont plus maniables que les
phthalates et permettent la combinaison avec des additifs. La possibilité d’appliquer un enrobage aqueux
était une avancée remarquable. Le premier excipient formulé pour I'enrobage est apparu peu apres,
Filmtab® par Abbott Laboratories. Le shellac est toujours le polymere naturel ayant les meilleures
propriétés entériques et le plus utilisé pour I'enrobage des formulations entierement naturelles

(Pearnchob et al., 2004).

3.2 Développements des enrobages a base d’amidon

Au chapitre 1, plusieurs aspects ont été discutés a propos des comprimés monolithiques a base d’amidon
modifié. Au chapitre 2, il a été vu qu’une multitude d’études rapporte une grande variété de films a base
d’amidons modifiés. Selon le type d’amidon, la solubilité des films variait. Pour étre utilisé comme
enrobage, un amidon nécessite des propriétés semblables a celles requises pour former des bons films :
gélatinisation facile, viscosité basse et le film doit étre flexible, homogene, stable dans le temps. Il faut
ajouter que I'enrobage doit sécher rapidement et adhérer aux comprimés. Ce sont principalement des
parameétres qui peuvent étre optimisés pendant le processus d’enrobage. Toutefois, l'interaction entre
I'enrobage et le comprimé sera influencée par les types de matériaux. Par exemple, les carbohydrates
adherent bien entre eux a cause des nombreuses fonctions hydroxyles formant des ponts hydrogene.
Comme abordé au chapitre 2, le séchage de la solution filmogene entraine le rapprochement des chaines
d’amidon. Des sections d’amylopectine vont étre en contact avec les sections d’autres amylopectines;
I'amylose formera un réseau complexe entremélé. En séchant, toutes ces structures désorganisées

formeront un réseau dense, amorphe, avec une organisation trés différente des poudres d’amidon.

3.2.1 Les procédés d’enrobage industriels

Les enrobages sont classés en quatre types : i) les enrobages par compression des poudres séches, ii) les
enrobages en sucre (dragéification), iii) les enrobages par film (pelliculage) et iv) les capsules. Il est aussi

possible d’enrober des comprimés par moulage par injection, ou coextrusion (Desai et al., 2018).

Les enrobages en sucre et par film sont fabriqués avec le méme type d’appareillage mais avec des
matériaux différents. Leur principe est le méme : la solution filmogéne est pulvérisée sur des comprimés

en mouvement sous un courant d’air chaud.

58



Un enrobage de sucre est formé de plusieurs couches (polymére, gomme, sucre et cire). Ce type
d’enrobage, inspiré des bonbons de confiserie, est utilisé pour masquer le golt des formulations i.e.

ibuproféne qui est amer.

L’enrobage par film utilise un polymére pour former un film mince. Le procédé de pelliculage peut étre
divisé en quatre étapes; 1) la pulvérisation (gouttelettes fines); 2) adhésion des gouttelettes aux surfaces;
3) coalescence (unification) des gouttelettes pour former une couche et 4) stabilisation de la couche et
séchage pour former un film. Pour I'amidon, la solution filmogene peut étre pulvérisée a des intervalles
d’environ 30 secondes pour permettre le séchage. En variant la nature du polymere, il est possible de

varier la solubilité de I'enrobage et donc le temps de livraison des formulations.

Le point important de ces méthodes est que les comprimés sont en contact pendant un certain temps
selon la vitesse de rotation. Si la solution filmogéne ne séche pas rapidement ou si elle est trop collante,
les comprimés vont prendre en masse et les enrobages vont décoller. Le talc est utilisé pour réduire
I’agglomération. L'appareillage classique est la turbine a pelliculage a tambour rotatif (fig. 3.2A). La turbine
a lit perforé est une variante ol I'air passe a travers le lot des comprimés et a travers le module rotatif
(comme un treillis) pour un meilleur séchage (fig. 3.2B). Le pelliculage sur lit d’air fluidisé (fig. 3.2C) est

largement utilisé pour enrober des granules.
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Figure 3.2 Types d’enrobeuses a comprimés (turbines de pelliculage industrielles). A) Enrobeuse a
lit rotatif (ELR). B) Enrobeuse a lit perforé (ELP). C) Enrobeuse a lit fluidisé (ELF).
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Des parametres peuvent étre ajustés : la température, le débit de la solution filmogéne et la vitesse de
rotation du cylindre. Autre que 'appareillage, la qualité d’'un enrobage dépendra de la viscosité de la

solution d’enrobage et de la forme et qualité des comprimés.

L’amidon peut avoir un comportement ‘erratique’ et les parameétres d’enrobage pourraient étre différents
de ceux utilisés par exemple avec la cellulose. Le temps et la température de séchage auront un impact

important sur la qualité des enrobages.

Finalement, le dernier parametre a considérer dans le processus est le gain de poids de la formulation
(WG). Dans le cas de I’ARA, I'épaisseur des enrobages, principalement caractérisée par le WG du comprimé

apres enrobage, influence grandement le temps de livraison (voir dans les tableaux 3.1 et 3.2).

3.2.2 L'étatdel'art

Les enrobages ont surtout été étudiés en associant 'amidon avec d’autres matériaux (tableau 3.1). La
cellulose modifiée est largement utilisée en industrie pharmaceutique et permet d’accélérer le séchage
des films. Surelease® (éthylcellulose, EC), est un exemple de cellulose modifiée adaptée pour I'enrobage.
En plus d’accélérer le séchage, la cellulose réduit la solubilité du film et n’est pas susceptible a I'a-amylase.
Dans les formulations ciblant le c6lon, I'amidon doit se désintégrer rapidement rendu a destination. L'EC,
insoluble, permet de ralentir la vitesse de désintégration. Autrement, I'alcool polyvinylique (PVA) et le

polyéthyléene glycol (PEG) ont aussi été utilisés avec I'amidon (tableau 3.1).

L’amidon comme enrobage de comprimé n’est pas trés étudié pour les formulations a dissolution rapide.
L’avantage de I'amidon se situe dans sa susceptibilité a I'a-amylase et est donc intéressant pour cibler le

cOlon. Lycoat® est déja connu pour les enrobages a dissolution rapide.

Eurylon®6 HP-PG est un ARA hydroxypropylé (HP) et prégélatinisé (PG), soluble en eau froide (en anglais :
cold water soluble, CWS). Il est utilisé pour préparer des solutions d’enrobage qui ne nécessitent pas de
chauffage (Karrout et al., 2010a). Les températures d’enrobages se situent entre 45 et 70 °C, le débit
d’atomisation entre 0.3 et 1 mL/min ou 0.5 et 3 g/min (grammes par minute, a I'aide d'une balance). A la

fin, les formulations sont séchées de 10 a 60 min, a 35 ou 60 °C.
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Tableau 3.1 Enrobages des formulations par 'amidon en association avec d’autres matériaux
Matériel Gélatinisation Enrobage Note Références
Amylose /EC Chauffé 70°C ELF. 35 % WG, séchés 1 h a (Cummings et al.,

60 °C 1996)
Nutrio P-Star 33® 20 %. | Mélange a 70 °C, 0.3-0.6 mL/min Ciblé au colon. Craqué. (Milojevic et al.,
CAP, TEC, PEG, température Résiste SGF/SIF 12h 1996)
Eudragit, piece
Amylose et Opadry® Chauffé 70 °C 60 °C, 0.5 g/min, 0.2 Bar. 60 % de libération aprés 12 | (Basit et al.,
Séchés 1 h 60 °C. h 2004)

AM:EC-1:3
Dibutyl sébacate

Dans I’éthanol

ELF. 45 °C, 1 g/min, 0.2 Bar.

2-6 BWG.

Libération lente de
mesalazine. Résiste au
moins 12 h.

(Wilson et Basit,
2005)

Séchés 35 °C

Amylose et Surelease® | Amylose- 60 °C, 1 mL/min. 4-20 (McConnell et
butanol %WG, séchés60°Calh. al., 2007)
Eurylon VII®, Eau-éthanol ELF Désint. in vivo : 5 h. Temps (lbekwe et al.,
Eudragit®, TEC de résidence gastrique : 37 | 2008)
min.
Amylose:EC, 1:3 Mélangés a 70 60 °C; 0.5 g/min. 20 % WG, | Enrobage de granules. (Basit et al.,
(Surelease®) °C séchés 1 ha60 °C. Désintégrationa 5 h 2009)
Hylon®V et VII, /EC Chauffé 80 °C 30 | Entrée 60 °C, sortie 40-45 ELF. Libération lente (Freire et al.,
min (dibutyl °C 0.7 mL/min. Air 2-4 m/s pendant 8 h 2009)
Hylon® VIl /EC sébacate) 2.2 Bar ELF. Libération lente sur (Freire et al.,
12h. Granules enrobées 2010)
Eurylon 6 HP-PG® /EC A froid 5,10, 15 et 20 % WG (Karrout et al.,
Granules (prégélatinisé) Libération 2,6,8 0u 12 h 2010a)
Nutriose, Lycoat® / EC | TEC. A froid. 39°C. 1.5-3 g/min. 1.2 Bar. | Modulable3 h, 8 hou (Karrout et al.,
Séchés 10 min >12 h 2010b)
Pea starch (Roquette) / | A froid Libération seulement en (Karrout et al.,
EC présence de flore colonique | 2011)
ARA, Gelose 50, Propyléne 45 °C, 0.7 mL/min; Microparticules (Situ et al., 2014)
amidon de mais glycole Atomisation 0.15 MPa; 5-30 WG

WG : gain de poids. ELF : enrobeuse a lit fluidisé (fluidized bed coater). TEC : triéthylcitrate. CAP :
cellulose acétate phthalate.

Comme Eurylon®6 HP-PG est soluble en eau froide, il ne montre pas une bonne résistance a la dissolution

et nécessite I'EC. En remplagant Eurylon par I'amidon de pois hydroxypropylé et hydrolysé dans la

formulation avec EC, il était toujours possible d’obtenir un enrobage entérique. Les ARA solubles en eau

froide seraient donc trop solubles pour offrir une protection gastrique; un ARA qui nécessite du chauffage

pour se solubiliser montrerait une solubilité réduite. La nécessité de gélatiniser I'amidon semble aussi avoir

un impact sur sa solubilité au final. En utilisant un amidon soluble, il faudra ajouter I'éthylcellulose pour

réduire la solubilité.
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Il est intéressant de noter que plusieurs auteurs ont déposé des demandes de brevets (section suivante).
Il est aussi intéressant de constater qu’il y a beaucoup plus de publications sur I'amidon comme enrobage

de fruit que pour I’'enrobage des comprimés.

L'enrobage de comprimé avec I'amidon et un plastifiant (aucun autre polymere) est moins commun
(tableau 3.2). Il y a peu d’exemples mais il peut étre intéressant de considérer que I'amidon est souvent
utilisé pour enrober des nanoparticules, entre autres pour la livraison des médicaments (Saikia et al., 2015;

Situ et al., 2014).

Tableau 3.2  Enrobages pharmaceutiques ayant 'amidon comme seul polymeére

Matériel Gélatinisation Enrobage Dissolution Référence
Hylon VII®, amidons de 1-3 %, 3 bar, 160 °C. ELF. 70 °C, 0.8 1%WG: 1h (Palviainen et
mais cireux et régulier +20 % glycérol ou bar, 3 g/min, 75 2% WG HAS: 2 h al., 2001)

sorbitol m3/h 3% WG HAS:5h
ARA, sorbitol:glycérol 1:1 | 4% Hylon VII® chauffé | 45, 55, 70°C Libération rapide (15 (Krogars et
a33,66et100%du 160 °C, 4bar. Gardéa | 1.5,9, 13,5 min) avec 1.9 % WG al., 2002a)
polymeére 95°C g/min, 300 kPa, 7 | (théophylline)

rpm. Air 20L/s

Acétate d’ARA Mélange avec 40°C, 0.8 EFL. Libére 12 % dans (Puetal.,
Enrobage de granules acétone et triacétine mL/min, séchés SGF. Aprés 40 h, 70 % 2011)

6 h 10 min dans SIF.

Plusieurs brevets utilisent I'association amidon-cellulose pour moduler le temps de désintégration. Tout
comme pour les articles des journaux, I'intérét est surtout pour les enrobages a base d’ARA. D’ailleurs, les
brevets d’enrobages a base d’amidon visent souvent différentes applications de revétement (i.e.

formulations orales, aliments, produits non périssables, emballages et matériaux).

Deux exemples de procédés d’enrobage sont détaillés ci-bas.

Exemple 1. L'acétate d’amidon (15 %w/w) a été mélangé avec |'éthylcellulose (1:1) et avec un plastifiant,
le triéthylcitrate (TEC), 30 % de la masse des polymeéres (Siepmann et al., 2010). L'amidon hydrolysé
(5 %w/w) est ajouté et le mélange est agité 6 h avant utilisation. La solution filmogéne a été utilisée pour

revétir des granules dans une enrobeuse a lit d’air fluidisé (ELF).
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Les paramétres de I'enrobeuse étaient : température a I'entrée 39 °C, débit de pulvérisation 1.5-3 g/min,

pression de pulvérisation 1.2 bar avec un embout de diamétre 1.2 mm. Les granules ont été séchées 10

min dans I’enrobeuse (curing) puis 24 h a 60 °C. Un gain de masse totale de 20 % a été obtenu.

Tableau 3.3  Brevets sur l'utilisation de ’'amidon pour enrober des formulations
Référence Déposant Observations
(Co, 1954) Upjohn Co! Phthalate acétate d’amidon. Insoluble a pH 1.2 et

soluble a pH 6.8.

(Small et Jeffries, 1971)

Dow Chemical Co

Amidon prégélatinisé avec amidon hydrolysé (high
corn syrup)

Therapeutics Ltd

(Signorino, 1991) Warner- Purity Gum®59
Jenkinson Co Inc
(Newton et Leong, 1997) Alizyme Complexe amylose-butanol comme enrobage ciblant

le colon

(Becker et al., 1999)

Danisco US Inc

Différents amidons modifiés formulés avec glycérol

(Gulian et al., 2002)

McNeil-PPC, INC.

Pure-Cote®, PurityGum®, FilmSet®

(Krogars et al., 2002b)

Licentia OY

Hylon VII autoclave 160 °C. Appliqué avec une
enrobeuse portable.

(Lefevre et al., 2003)

Roquette Fréres

Acétate d’amidon (45 %AM)

(Haeusler et al., 2003)

Roquette Fréres

Formulation ciblée au cblon. Eurylon®, Glucidex®,
Lycoat® 1 :4 avec EC

(Charles et L., 2005) Emerson Amidon lyophilisé et Shellac
Resources, Inc.

(Podczeck et Freire Teixeira | University of | Hylon VII® avec Surelease®

de Almeida Lopes, 2008) Sunderland

(Siepmann et al., 2010)

Roquette Fréres

Enrobage d’acétate d’amidon pour la livraison au
colon (1:4 avec EC).
Eurylon 6 ou 7 et Aquacoat®

(Giovannone et De Angelis,
2012)

Gnosis SPA

Shellac et glycolate d’amidon sodique

(Parissaux et al., 2014)

Roquette Fréres

Hydroxypropyl amidon

(Yang et al., 2016a)

FMC Corporation

Enrobage entérique d’alginate et amidon. Meilleure
formulation: viscosité 100-500cps a 10 %
concentration

Y(acheté par Pharmacia, ensuite par Pfizer, puis Monsanto, puis Bayer)

Exemple 2. Hylon VII® a été utilisé (Krogars et al., 2002b). Une petite enrobeuse de laboratoire a tambour
perforé a été chargée de 1 kg de comprimés. Les paramétres étaient : pression de pulvérisation de 300
kPa, tambour a 50 °C, 7 rpm. Aprés le revétement, les comprimés ont été séchés 5 min a 50 °C dans
I'appareil et équilibrés a 60 % d’humidité relative, 25 °C, 24 h. La dissolution des comprimés enrobés était

plus lente lorsque des températures plus élevées ont été utilisées. Si une température basse est utilisée
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avec un grand débit, la dissolution est rapide mais le processus devient difficile. Une température au-
dessus de 70 °C n’était pas adéquate. L'aspect des comprimés était passable en utilisant un débit de 2.5

g/min et de meilleure qualité avec un débit entre 2.5 et 4 g/min.

3.2.3 Technologies pour générer des matériaux d’amidons filmogenes et de revétement

Le seul produit commercial d’amidon pour I'enrobage des comprimés est Lycoat® (Roquette et freres).
C'est un amidon hydrolysé a haute solubilité. DO a cette solubilité, les enrobages sont rapidement
solubilisés. Lycoat® sert pour les formulations a dissolution rapide. Les études récentes utilisent Eurylon

6® HP-PG et Nutriose® de Ingredion, la plupart du temps avec la cellulose modifiée Surelease®.

Comme plusieurs publications utilisent des amidons de grades alimentaires, une liste a jour des
producteurs d’amidons modifiés a été dressée avec quelques exemples (tableau 3.4). Ces amidons

pourraient étre utilisés pour formuler des solutions filmogénes générant des films solubles.

Plusieurs amidons modifiés ont donc le potentiel pour étre utilisés comme enrobage a dissolution rapide.
Pour I'enrobage des formulations ciblées au célon, le ratio amylose:amylopectine est le paramétre
important pour réduire la solubilité, donc, 'ARA doit étre utilisé. Eurylon 6® HP-PG est un ARA
hydroxypropylé et prégélatinisé, prét a I’'emploi, mais semble étre un peu trop soluble. Pour cela, il a été
associé a I'acétate de cellulose Surelease®. Il reste encore des études a faire sur les dérivés ARA pour éviter

d’utiliser d’autres matériaux en association avec I'amidon.

Dernierement, plusieurs marques ont été aquises par Ingredion. La compagnie emploie maintenant plus
de 11 000 personnes a travers le monde. En paralléle, American Maize Products Co (1908) est acheté par

Cerestar en 1995 puis par Cargill en 2002.

Des technologies brevetées sont aussi le résultat de I'association d’'un amidon modifié avec un autre
matériaux, par exemple Mater-Bi® (Novamont S.p.A., Novara, lItalie). Mater-Bi® est un composite
biodégradable a base d’amidon thermoplastique et de polyesters. Il a été utilisé pour enrober des
comprimés par extrusion (Aldas et al., 2020). Les composites d’amidon thermoplastiques sont donc

intéressants comme matériaux filmogénes.
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Cerestech Inc., fondé en 2001, est une compagnie basée a Montréal, issue d’un ‘spin-off de I'Ecole
polytechnique de Montréal. En 2009, ils lancent plusieurs grades de composites biodégradables a base
d’amidon et de polyoléfines sous la marque Cereloy®. L’'amidon thermoplastique est obtenu par extrusion
avec du glycérol. Les propriétés thermoplastiques des composites sont excellentes et permettent de
réduire I'empreinte carbone tout en diminuant les codts. lls ont accordé la licence de production mondiale

a Teknor Apex (E.-U., 1924), des producteurs de plastique.

Tableau 3.4  Exemples d’amidons modifiés disponibles commercialement
Technologie Producteurs Description Grade
Eurylon 6® HP-PG Ingredion ARA modifié A
PurityGum® Amidon hydrolysé A
C*Gel™ Cargill (Amérique) Amidon de mais A
EmCap®/EmTex® Octenylsuccinylé A
PolarTex®/HiForm® Hydroxypropylé (HP) A
C*DrySet® Dextrines A
Clearam® Roquette freres E1420, E1422 A
Pregeflo® (Europe) E1414, E1412 A
Cleargum® E1420, E1450 A
Lycoat® Amidon de pois hydrolysé-HP P
Glycolys® Glycolate d’amidon sodique AP
Vivastar® Colorcon (E.-U.) Glycolate d’amidon sodique P
Explotab® JRS Pharma Glycolate d’amidon sodique P
Primojel® DFE Pharma Glycolate d’amidon sodique P
Blowtab® Patel Chem Sp. Pvt | Glycolate d’amidon sodique P

Ltd

Mira-Cap® Tate & Lyle A
Casstex® Thai Wah Amidon de tapioca modifié A
Bioplast® Biotec (Allemagne) | Thermoplastique (p. d. t.) AE
Puris® Puris Amidon de pois PG A
Solvarin® Skrobarny Tous les grades alimentaires A
Cationamide® Pelhfimov (Tchéc.) d’amidon de p. d. t. modifié
Oxamyl®, Acetamyl®
Kreation®, Genigel®, Verity®, SMS Corp. Co., Ltd Tous les grades alimentaires A
Crispytec®, Emultec® (Thailande) d’amidon modifié

A : alimentaire, E : emballage, P : pharmaceutique. P. d. t. : pomme de terre. HP : hydroxypropylé.

L’ajout d’amidon dans des composés de polyoléfines pour rendre les matériaux biodégradables est une

idée qui a été brevetée (Griffin, 1976). Toutefois, il fut noté que la désintégration des produits ne signifiait
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pas que les polyoléfines étaient biodégradées (Glenn et al., 2014; Koenig et Huang, 1995). C’est pourquoi

des polymeéres biodégradables synthétiques sont utilisés, comme le polycaprolactone.

Les enrobages pour les fruits peuvent aussi se rapprocher des enrobages pour comprimés. Le principe est
le méme, les deux sont comestibles, les propriétés et effets recherchés sont semblables. Plusieurs brevets
utilisant I'amidon pour I'enrobage des fruits ont été déposés par des producteurs d’amidon (i.e. Tate &

Lyle, Cerestar).

3.3  Caractéristiques des comprimés enrobés
3.3.1 Caractérisation physico-chimique des enrobages

Les enrobages pour comprimés sont surtout utilisés pour faciliter I'avalement tout en masquant le go(t
des excipients. Ultimement, un enrobage est utilisé pour améliorer la qualité de I'expérience sensorielle
des patients qui doivent consommer des médicaments a administration orale. Ainsi, une partie importante
de la caractérisation se situe dans la qualification d’analyses sensorielles. La surface est caractérisée par
sa couleur, sa rugosité, son uniformité et homogénéité (absence de craques). Pour étre facile a avaler, le
film ne doit pas étre collant ou rugueux. Ces aspects sont déterminés par des tests sensoriels. La qualité
de I'adhésion du film au noyau est observée par ’homogénéité de I'enrobage dans le temps ou en fonction
de I'humidité. En particulier, les formes et les textures des noyaux monolithiques (i.e. ovale, logo, écriture)
sont plus difficiles a revétir qu’une surface plane. Si I'adhésion est mauvaise, la pellicule de film se

détachera.

L'épaisseur du film d’enrobage influencera le temps nécessaire a sa dissolution. Du point de vue technique,
I’épaisseur est estimée en fonction du gain de poids des comprimés (WG, en pourcentage). Des
formulations ayant des revétements de différents poids sont ensuite analysées pour mesurer I'impact sur

le temps de dissolution.

3.3.2 Simulation du tractus gastro-intestinal (TGI)

Les formulations orales sont caractérisées principalement par la simulation in vitro de leur transit dans le
TGI. Essentiellement, les formulations sont plongées dans des solutions tampon standardisées simulant la
composition du fluide gastrique a pH 1.2 (SGF) et du fluide intestinal a pH 6.8 (SIF). Les solutions, appareils
et tests standards se trouvent dans les différentes pharmacopées (i.e. des E.-U., européenne). Dans la

Pharmacopée des Etats-Unis (USP), il existe plusieurs appareils standards mais particulierement les
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appareils de dissolution USP#1 (bain désintégrant) et USP#2 (bain a dissolution) sont tres utilisés. lls

permettent de régler la vitesse d’agitation et la température de plusieurs stations de test.

B)
Figure 3.3 Des appareils de dissolution. Le bain désintégrant (USP <701>) permet de mesurer le
temps de désintégration des comprimés (A). Il est muni de paniers mus par un bras mécanique. Le panier
est congu de plusieurs tubes vides dont le fond est un treillis qui laisse passer I’eau. Les comprimés sont
placés sur les treillis, recouverts d’un disque de plastique flottant et submergés (l). Le panier est activé
dans un mouvement de haut en bas, amenant les disques a toucher doucement les comprimés contre
le treillis (Il) puis les séparant a nouveau pour simuler le mouvement péristaltique du systeme digestif.

Le bain a dissolution (B) sert a suivre la libération des agents actifs (par exemple par prélevement d’un
aliquot du tampon) en fonction du temps.

Pour simuler le transit dans le TGI, les pharmacopées recommandent des temps précis pour submerger les
formulations. Le transit gastrique est simulé en submergeant les formulations dans le SGF contenant de la
pepsine, pendant 2 h a 37 °C. Le transit intestinal est simulé en les submergeant au moins 8 h dans le SIF
contenant des enzymes pancréatiques, a 37 °C. |l est toutefois connu que le temps de transit peut varier
selon le type de formulation, la présence de nourriture et les habitudes de vie du sujet (i.e. un transit

gastrique de 45 min).

La mesure du temps de désintégration se fait a I'aide du bain désintégrant (fig. 3.3A). Les formulations
sont placées dans des cylindres. Les cylindres vont descendre dans |'eau et ressortir continuellement, ce

qui amene la formulation en contact avec le fluide, a répétition. Ce dispositif permet de mimer le
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péristaltisme et les contacts physiques durant le transit. Le test se fait aussi dans SGF/SIF, a 37 °C.

Particulierement, les gels sont plus sensibles a cette méthode qu’au test de dissolution.

Dans le test standard de dissolution (fig. 3.3B), la formulation est submergée dans 900 mL de tampon et
agitée a 100 rpm par une hélice. Il est ensuite possible de suivre la libération des ingrédients actifs dans le
temps. Cette méthode sans contact tient compte de la diffusion (ou de I’érosion) seulement. La plupart
des médicaments peuvent étre détectés par spectrophotométrie. Pour les enrobages des comprimés, le
test de dissolution peut étre utilisé avec divers objectifs. || permet de quantifier le temps de livraison et la
diffusion de l'ingrédient actif a travers I'enrobage pour comparer par exemple l'impact du poids

d’enrobage sur la protection gastrique.

Ces deux méthodes sont accessibles, abordables et reproductibles. Elles permettent d’estimer le
comportement des formulations lors du transit dans le TGl mais ne tiennent pas compte de la variabilité
observée chez les humains. Les études in vivo donneront les parametres réels de libération d’agents actifs
ou de temps de désintégration. Pour les médicaments qui sont absorbés, la libération peut étre suivie par
pharmacocinétique (concentration dans le sang ou l'urine). Pour les formulations a action locale (i.e.
enzymes thérapeutiques qui vont agir dans l'intestin), le temps de désintégration des comprimés peut étre

suivi par des techniques d’imagerie (i.e. scintigraphie, rayons X).
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CHAPITRE 4

LE PROJET DE RECHERCHE

4.1 Le carboxyméthyl amidon riche en amylose (CMARA) comme matériau filmogene

Le carboxyméthyl amidon riche en amylose (CMARA) est relativement peu connu. |l est utilisé en
formulation comme matrice monolithique (offrant une protection gastrique) pour la livraison des
médicaments et agents bioactifs (e.g. enzyme thérapeutiques) a I'intestin gréle ou au célon (revue au
chapitre 1). Le CMARA a été peu étudié comme matériau filmogéne et pas du tout comme enrobage
entérique. Cependant, plusieurs amidons modifiés sont connus pour leurs propriétés filmogenes (vues au
chapitre 2). En tant que matériaux d’enrobage pour des comprimés, plusieurs amidons natifs ou de grades

alimentaires ont été étudiés (chapitre 3).

Le présent projet de doctorat est une continuation aux travaux de maitrise sur le CMARA comme excipient
pour des matrices monolithiques (comprimés) a administration orale pour la libération controlée de
médicaments (fig. 4.1). Présentement, les matériaux utilisés comme revétement entérique sont surtout
synthétiques (e.g. les dérivés de phtalates et les méthacrylates). Le CMARA, a base des sources naturelles,

pourrait étre utilisé comme enrobage entérique pour les formulations a libération ciblée a I'intestin.

L'enrobage des différentes formulations pharmaceutiques représente une étape importante dans la

fabrication de médicaments. Le projet de thése aborde le CMARA comme nouveau matériau d’enrobage.

Pour obtenir le CMARA, Hylon VII® (Ingredion), un ARA, a été utilisé comme produit de départ. Il contient
70 % amylose et est peu soluble. Le Hylon VII® non-modifié est difficilement filmogéene et rétrograde
beaucoup, ce qui forme des craques. L’hypothése est que sur le CMARA, les groupes carboxyles pourraient
améliorer les propriétés filmogénes en diminuant la rétrogradation (encombrement stérique) et en
augmentant la solubilité (caractére ionique). Des formulations avec du CMARA ont commencé a étre
réalisées depuis plus d’'une décennie (Calinescu et al., 2005) et continuées durant le projet de maitrise
(Labelle et al., 2019), montrant, suite a une étude in vitro et in vivo un comportement adéquat comme

excipient.

69



*(g) 1e410100p 9p 19f0ad ne uonenunuod 19 (8T0Z ‘@199e1) 810Z-910¢ (v) @siiew ap 13foad np anbiydess swnsay

uaom sues .mwtwc_
s9|qepedpolg
9ydJew uog ‘s|ainieN
99]|0J3U0d

uonesaqr] /sanbuuz

$98eq0JUd SWWO0I
S$9S1]13n 3439 Juaiesanod
uoplwe,p seALRPp s°q

|]SuuonRouo) ageqoiuy

2WW0d

Uones||iN 9||3ANON

T1810300p ap 39/04d

R

€495

J9S aJjua)

anbiyyjouow
dlew
9P 9WJ0} SNOS

T'v ain3i4

v

70



4.1.1 Hypothéses de travail pour le projet de doctorat :

e Le CMARA comme enrobage pourrait, par la protonation des groupes CM-, minimiser la solubilité

en milieu gastrique et prévenir la libération précoce des médicaments.
e Un CMARA de faible degré de substitution (DS) pourrait former des films peu solubles.

e Des parametres structuraux pourraient étre obtenus par TGA, DRX, FTIR et corrélés a la solubilité

des poudres, comprimés et films.

e La solubilité des matériaux sous forme de comprimé pourrait étre reliée a celle des films et servir

d’évaluation préliminaire pour estimer leur solubilité comme enrobage.

4.1.2 Objectif de recherche

Etudier le CMARA comme matériau pouvant former des films peu solubles et des enrobages entériques

pour les comprimés.

4.1.3 Approches méthodologiques
4.1.3.1 Modification de I'amidon

Les étapes sont résumées a la figure 4.2. Différents dérivés ont été synthétisés et en plus des fonctions
anioniques carboxyméthyl (CM-), d’autres fonctionnalisations ont été réalisées : la réticulation avec le
trimétaphosphate de sodium, en anglais, cross-linked (-CL); les groupes cationiques aminoéthyl (AE-) et

triméthylammonium (TMA).

Selon les publications précédentes du Laboratoire a 'lUQAM, les modifications ont été effectuées apres
gélatinisation alcaline aqueuse : le CMARA (Calinescu et al., 2005), le CMARA-CL (Mulhbacher et al., 2001),
le AECMARA (Sakeer et al., 2018) et le TMACMARA (Benyerbah et al., 2019). Ces synthéses utilisent toutes
un rapport eau:amidon de 60:1. La méthode ‘pate’ ou en anglais : ‘slurry’, consiste a réduire la quantité
d'eau a un ratio 50:1, et a été utilisée pour un autre synthése de CMARA-CL (Lenaerts et al., 1998;
Massicotte et al., 2008). Les dérivés obtenus dans ce projet de thése ont été caractérisés comme décrit
dans ces mémes références, par FTIR, DRX, TGA et DS. Additionnellement, les poudres d’amidons modifiés
ont été analysées par leur viscosité en solution et par le test d’iode (Nwokocha et Ogunmola, 2014). Le
test d’iode, souvent nommeé ‘blue value’, mesure la capacité de I'amylose et de I'amylopectine a former

des hélices pour complexer I'iode et indique le degré d’altération de la structure.
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Synthéses des amidons

Carboxyméthyl (CM)

modifiés CMARA#1 : DS 0.15 gélatinisé 20min NaOH,,
CMARA#2 : DS 0.34 gélatinisé 1h H,0
—_— CMARA#3 : DS 0.19 gélatinisé 1h NaOH,,
v * Réticulé (CL) Modifications multiples
Carboxyméthylé (CM) * Aminoéthyl (AE) «  CMARA-CL
Réticulé (CL) * Triméthylammonium (TMA) | « AECMARA
Aminé * TMACMARA
l’ Solutions |/ Chauffage .
Poudres Dissolution =*| filmogénes | Concentration
_ —l I Plastifiants
Degré de Compression Séchage dans des moules
substi- ¥ ! o
tution Comprimés Films rpnrgfarﬁ;ises
4 / \

Premier article
Comparer le comportement

(SGF) puis dans le fluide
intestinal simulé (SIF)
* Tempsde dissolution
* Changement de masse
(gonflement, érosion)
Comparaison structurale
* FTIR, DRX, TGA
* Bluevalue

* Dans le fluide gastrique simulé

Deuxiéme article

d’enrobage
* Dérivé d'amidon entérique
* Plastifiant qui séche bien

Essais avec une enrobeuse industrielle
* Quantité de comprimé

* Masse d’enrobage (WG)
Caractérisation des enrobages
* Protection contre l'acidité gastrique
* Microscopie

Figure 4.2

Schéma organisationnel de I'étude sur les poudres, films et comprimés.
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Tableau 4.1 Parametres de modification de I'amidon
Type de . Réactifs
Ph .. .
modif. ysique (g de réactif/100g amidon)
Ratio Réticule | ~Jout de functions Nom du dérivé | DS Ref.
Type (Amidon: e .. ioniques
.. Gélatinisation | avec —
d'amidon Eau: STMP Anioniques Cationiques
NaOH) avec SMCA 9
20g - - HAS-CL20 0.00 -
20 min NaOH (Massicotte
aqueux - 50g - CMHAS#1 0.15 etal,
2008)
NaOH e0min k0, | 100g - CMHASH2 0.34 -
aqueux bouilli
(1:60:1) - 50g - CMHASH#3 0.19 -
ARA . GTMAC TMACMHAS-
60 min NaOH 10g 75g 97 6l CL10 0.35 -
aqueLx (Sakeer et
- 758 CEA 75g AECMHAS 0.22 al,, 2018)
NaOH
aqueux -
(1:50:1) 10g 50g CMHAS-CL10 #2 0.19
‘Slurry' .
20 min NaOH -
2qUeUX (Massicotte
Mais NaOH a 50g - CMCS 0.15 etal,
aqueux 2008)
1:60:1
Pomme | ( ) 10g 50g ; CMPS-CL10 0.22 -
de terre

4.1.3.2 Obtention et caractérisation des films d’amidon

Les films ont été obtenus par évaporation d’une solution filmogéne.

Préparation : les films ont été coulés dans des moules hexagonaux en polystyréne (évaporation des

compositions filmogénes) a conditions ambiantes. Les préparations ont été réalisées avec 3,5 % p/p de

dérivés d'amidon en milieu aqueux, sans plastifiants.

Ils ont été caractérisés avec et sans plastifiant par FTIR, TGA et DRX. Le point principal était de caractériser

le comportement des films (insolubles, forment un gel ou se solubilisent) dans les fluides simulés (SGF,

SIF). Pour mesurer le gonflement et I'érosion, leur poids a été suivi pendant immersion 2 h dans SGF et

ensuite 2 h dans SIF, avec et sans a-amylase. Afin de montrer I'importance de la haute teneur en amylose,

des dérivés d’amidon riche en amylopectine (mais et pomme de terre) ont été synthétisés et comparés.
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4.1.3.3 Enrobage des comprimés au Laboratoire a 'UQAM

Des comprimés monolithiques ont été fabriqués au Laboratoire a 'UQAM et ont été utilisés comme
noyaux. Pour bien voir |'effet protecteur de I'enrobage, c'était nécessaire d'utiliser un noyau a dissolution
rapide. Des noyaux a dissolution rapide contenant un traceur ont été obtenus en utilisant les matériaux et
ratios suivant : |'acétaminophéne comme traceur (60%), I'hydroxypropylméthylcellulose grade K100
comme matrice (10%), le lactose, soluble (15%) et la cellulose microcristalline comme remplissage (15%).
Les ingrédients ont été broyés ensemble puis comprimés (300 ou 500mg) dans des moules cylindriques a
I'aide d'une presse hydraulique a 2 tonnes pendant 10s. Le temps de dissolution du noyau témoin était

environ 15 minutes.

Pour former I'enrobage, la solution filmogene a été appliquée sur les comprimés (un par un) et séchée a
I'air tiede (40-60°C). Différentes méthodes ont été explorées : vaporisation, dépot d'une goutte a l'aide
d’une pipette, chauffage de la solution. Les temps de dissolution et la libération d’acétaminophéne des

noyaux monolithiques (comprimés) enrobés ont été comparés avec ceux des noyaux avant I'enrobage.

4.2 Ladétermination du degré de substitution du CMARA par FTIR

Le degré de substitution (DS) est un paramétre important pour les matériaux carboxylés. Pour I'amidon, il
augmente la solubilité et le caractére ionique. Il réduit aussi la rétrogradation en empéchant la formation

de double-hélices.

Le DS est surtout mesuré par titrage inverse i.e. par dissolution du CMS protoné (H-CMS) dans le NaOH
suivi d’un titrage avec HCI. L'utilisation du NaOH aqueux permet une bonne solubilisation de I'amidon.
Cette méthode est rapportée comme la plus précise des méthodes de titration (Stojanovic et al., 2005). Le
titrage direct du Na-CMS se fait dans I'eau et ne permet pas une bonne solubilisation, donnant un DS plus
bas que le titrage inverse. Le titrage par précipitation du cuivre laisse place a la possibilité d’erreur humaine

(indentification du point de virage difficile) et la possibilité de coprécipitation (2 carboxyles pour 1 cuivre).

Pour effectuer le titrage inverse, le CMARA doit étre protoné (HCI 2M, 30 min). Ensuite il doit étre rincé
jusqu’a une conductivité de 50 uS, ce qui peut nécessiter jusqu’a six lavages et plus. Finalement, il doit
étre délicatement séché pour obtenir une poudre fine (i.e. trois lavages au méthanol puis a I'acétone),

étapes qui peuvent prendre plus d’une journée (le procédé est long).
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Comme la détermination du DS nécessitait beaucoup de temps et de matériaux, il fut proposé que le DS

pourrait étre déterminé plus simplement par FTIR.

4.2.1 Hypotheses de travail

e EnFTIR, la bande du carboxylate pourrait varier proportionnellement au DS et permettre d’établir

une courbe standard (fig. B.5) en vue d’évaluer le DS.

e Pour les amidons avec plusieurs modifications, cette méthode permettrait de mieux quantifier le
DS de I'amidon par des groupes CM, par rapport a ceux obtenus par titration (surtout en présence

de groupements amino).

4.2.2 Objectifs de recherche

Etudier la corrélation entre I'intensité des bandes FTIR du CMHAS et le DS obtenu par titration.

4.2.3 Approche expérimentale

La bande du carboxylate, a 1590 cm?, semblait varier proportionnellement au DS. En FTIR, l'intensité des
bandes peut varier d’un échantillon a I'autre, particulierement avec I'accessoire de réflectance totale
interne atténuée (ATR) et surtout pour I'amidon qui adopte toutes sortes d’organisations. Il était donc
important de déterminer une bande de référence pour obtenir un ratio (i.e. 1590 cm™?/2887 cm™).
Différentes bandes ont été sélectionnées pour comparer leur corrélation avec le DS obtenu par titration

des mémes échantillons aprés protonation et le ratio 1590 cm™/2887 cm™ a été retenu entre autres.

Les correctifs de ligne de base appliqués aux spectres IR peuvent influencer les intensités et les ratios. La
corrélation ratio-DS a été comparée avant et aprés correction de la ligne de base et déconvolution avec
deux méthodes différentes. Cette méthode a été utilisée pour déterminer le DS de deux amidons

ampholytiques (double et triple modifications).

Cette approche permettrait d’obtenir le DS sans générer de perte de produit et avec un appareil accessible,
le spectrometre FTIR. Cette méthode serait plus simple que celle rapportée par Liu et al. (2012) utilisant

la régression partielle des moindres carrés par FTIR (Liu et al., 2012).
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Partie Il - section expérimentale
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Abstract

Many chemical modifications of starch are realized in organic (mostly methanol) phase, allowing high
degrees of substitution (DS). Some of these materials are used as disintegrants. To expand the usage of
starch derivative biopolymers as drug delivery system, various starch derivatives obtained in aqueous
phase were evaluated with the aim to identify materials and procedures which would generate
multifunctional excipients providing gastro-protection for controlled drug de-livery. Chemical, structural
and thermal characteristics of anionic and ampholytic High Amylose Starch (HAS) derivatives under
powder (P), tablet (T) and film (F) forms were evaluated by X-ray Diffraction (XRD), Fourier Transformed
Infrared (FTIR) and thermogravimetric analysis (TGA) methods and correlated with the behavior of tablets
and films in simulated gastric and intestinal media. At low DS, the HAS carboxymethylation (CMHAS) in
aqueous phase, generated tablets and films that were insoluble at ambient conditions. The CMHAS
filmogenic solutions, with a lower viscosity, were easier to cast and gave smooth films without the use of
plasticizer. Correlations were found between structural parameters and the properties of starch excipients.
Compared to other starch modification procedures, the aqueous modification of HAS generated tunable
multifunctional excipients that may be recommended for tablets and functional coatings for colon-

targeted formulations.
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5.1 Introduction

Starch is a biopolymer of interest due to its capacity of self-assembly [1]. low cost and biocompatibility, in
addition to its susceptibility to be hydrolyzed by salivary and intestinal a-amylase. Various sources of starch
and numerous physical, chemical or enzymatical modifications were proposed to extend its range of

applications [2].

Regarding the starch origin, the ratio between the two components (amylose and amylopectin) present in
the starch granule will define many of its properties (Jane et al., 1999). Certain soluble starch powders are
largely used as tablet disintegrants, binders or fillers. Differently, the high amylose starch (HAS) powder,
less popular because it is amorphous, has low solubility and, it is able however to form strong matrices
and modulate the drug release (Lenaerts et al., 1998). Also, compared to other starches, the HAS has
shown slower hydrolysis by a-amylase (of either pancreatic or colonic bacteria origin) and is therefore

suitable as an excipient for colonic delivery (Ding et al., 2018).

Between chemical modifications that can be operated on the polysaccharidic chains of starch, the cross-
linking and the grafting of various functional groups are frequent. Cross-linked high amylose starch (CLHAS-
CL) devices loaded with ciprofloxacin have been proposed as an option for long-lasting implants in the
treatment of osteomyelitis (Desevaux et al., 2002). Transarterial embolization is a low-invasive treatment

of solid tumors. Cross-linked starch microspheres slowly-biodegradable by serum a-amylase, known as

79



Degradable Starch Microspheres (DSM) or Spherex’ have been described as candidates for clinical
translation (Sommer et al., 2018b). Other new applications include resorbable stents with shape memory
(Beilvert et al., 2014b), bone scaffolds (Flores-Arriaga et al., 2017; Koski et al., 2018), wound dressing
materials (Giri Dev et Hemamalini, 2018), tumor targeting (Liu et al., 2015) and molecular probes
(Srivastava et al., 2019). For bone tissue engineering, the viability and proliferation of cultured cells were
remarkably increased with polyhydroxybutyrate (PHB)-starch scaffolds compared to PHB control samples

(Asl et al., 2021).

Grafting of anionic groups (carboxymethyl CM) on starch is usually performed in organic phase to obtain
high vyields and elevated degree of substitution (DS) (Kittipongpatana et Kittipongpatana, 2015;
Mohapatra et al., 2018; Nita et al., 2020; Nordin et al., 2018; Olusola et al., 2016; Wilpiszewska et al.,
2015). Sodium starch glycolate is a commercial carboxymethyl potato starch with superdisintegrant
properties (Paul J. Sheskey et al., 2009). Contrarily, when the carboxymethylation of HAS is done in
aqueous phase it generates excipient materials with different properties, allowing a tunable drug release
delay. The swelling and drug release rates from CMHAS tablets based on powders obtained via an aqueous
procedure may be adjusted by varying the DS, the protonation ratio of the CM groups and the drying
procedure. All parameters have a tailoring role in the micro-organization of starch chains (Assaad et
Mateescu, 2010; Lemieux et al., 2010). Anionic carboxymethyl starch can be used as pH-responsive
pharmaceutical excipient. The aqueous carboxymethylation of HAS with low DS produced a semi-
amorphous starch excipient. When exposed to gastric acidity, the tablets based on CMHAS will form an
outer compact layer due to protonation of carboxylic groups preventing thus the acidic medium to
penetrate the tablet (Calinescu et al., 2012). In the intestinal fluid (at neutral pH), the outer CM groups are
deprotonated, ionized, and hydrated. The tablets swell, and by erosion or disintegration, release the drug.
These structural changes related to pH were valorized in formulation of gastro-resistant tablets for oral
delivery of various drugs including bioactive agents such as pancreatic enzymes (Massicotte et al., 2008),
F4 fimbriae oral vaccine, probiotics (Lactobacillus rhamnosus) (Calinescu et Mateescu, 2008; Calinescu et
al., 2005; Calinescu et al., 2007). Allowing a tunable release delay, CMHAS was also described as an
excipient for drug chronodelivery (Ispas-Szabo et al., 2017a). The process of aqueous carboxymethylation,
being ‘solvent-free’ and of low-cost, is of interest for industrial purposes and for “green” pharmaceutical

products.
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Starch may also be used under film form with pharmaceutical applications i.e., oral fast-disintegrating films
(Chan et al., 2019; Garcia et al., 2018), transdermal delivery (Gok et al., 2017) and soluble coatings for
tablets. There are many reports on films based on common starches (i.e., corn, potato, rice) with
plasticizers, but only a few described plasticizer-free films made of modified HAS (Rioux et al., 2002).
Acetylated HAS is film-forming material but in the context of colon-targeting tablet coatings, it was not
possible to use it alone, the addition of ethyl cellulose being required to enhance its solubility (Bisharat et

al., 2019; Kumar et al., 2014; Seenivasan et al., 2013).

In this study, different excipients were obtained by aqueous-phase modifications of HAS and it was
interesting to investigate their matrix-forming and filmogenic properties. The report is focused on the
physical-chemical characterization of different starch derivatives and on the correlation of their properties
under powder, tablet and film forms. A more complete understanding of such structural modifications will
be useful to expand the range of applicability of starch-based materials in the pharmaceutical field. Such
correlations can also be important tools for formulators in selection of type of starch and modification

level, depending on specific application.

5.2  Materials and Methods
5.2.1 Reagents

Hylon VII® (~70% amylose), Melojel® (~28% amylose) and PenPure60® native potato starch were generous
gifts from Ingredion (Westchester, IL, USA). Potato amylose (100%) and potato amylopectin (100%) were
purchased from BDH Biochemicals (Chemical Division, Toronto, CA). Vivastar® was a gift from JRS Pharma
(Patterson, NY, USA). Chloroethylamine hydrochloride (CEA), glycidyl trimethylammonium chloride
(GTMAC), sodium carboxymethyl cellulose (CMC) with a MW of 90,000 g/mol, sodium monochloroacetate
(SMCA), sodium trimetaphosphate (STMP) and other chemicals were all reagent grade and used as
received from Millipore Sigma (Burlington, Massachusetts, USA). Pancreatin from porcine pancreas (8x
concentrated) was purchased from Millipore Sigma. The proposed time to simulate gastric transitis 2 h in
simulated gastric (SGF) followed by simulated intestinal fluid (SIF) The SGF was made with 7 mL HCI (37%
w/w) and 2 g NaCl for 1 L (as described by the USP-43, NF 38 [37]). The SIF was prepared with 6.8 g
monobasic potassium phosphate in 750 mL distilled water and 77 mL 0.2 N NaOH and adjusted to pH 6.8
with 0.2 N NaOH as described by the USP-43, NF 38 [37].
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5.2.2 Starch modifications

The procedures and the derivatives are presented in Figure S1 and summarized in Table 5.1. The following
parameters were examined: (i) amylose/amylopectin ratio (by selection of different starch sources), (ii)
gelatinization conditions (temperature, medium, time) and iii) chemical modifications (crosslinking,
grafting of ionic groups). Starch carboxymethylation (CMHAS#1) (Figure S1) was done as previously
described (Massicotte et al., 2008). Briefly, 140 g HAS were suspended in 340 mL water at 55 °C with a
benchtop stirrer. Then, 320 mL of 2M NaOH were added. After 20 min of gelatinization, 70 g of sodium
monochloroacetate (SMCA) were added under stirring. The mixture was kept under agitation for 1 h,
cooled, neutralized with acetic acid, and precipitated with aqueous methanol (60% v/v). The precipitate
was washed with aqueous methanol (60% v/v) until the conductivity was below 50 uS and finally dried

with acetone and filtered.

CMHAS#2 was obtained by heating the HAS suspension at 90 °C for 1 h before adding NaOH and
proceeding with carboxymethylation as for CMHAS#1 except that the amount of SMCA directly in powder
form was doubled. CMHAS#3 was synthesized as the CMHAS#1 but with a gelatinization time extended to
1 h. HAS was cross-linked (HAS-CL20) using the same gelatinization parameters as for CMHAS by adding
sodium trimetaphosphate (STMP) at 20 g / 100 g of starch.

CMHAS was also cross-linked to obtain CMHAS-CL10. The crosslinking was repeated with the slurry
method using only half the volume of water, thereby obtaining the hereto called CMHAS-CL10#2. Corn
(CS) and potato starch (PS) were carboxymethylated and cross-linked to generate CMCS-CL10 and CMPS-
CL10, for comparison. Two different ampholytic derivatives (carrying both aminoethyl and CM-groups)
were also synthesized (Figure S1). The starch hydroxyls were substituted with quaternary ammonium
functions by reacting with glycidyltrimethylammonium chloride (GTMAC) during the synthesis of CMHAS,
as previously described (Benyerbah et al.,, 2019), leading to the formation of (2-hydroxypropyl)
trimethylammoniumcarboxymethylHAS (TMACMHAS). TMACMHAS cross-linked with STMP was also
prepared, in a one-step reaction, termed TMACMHAS-CL10. Lastly, HAS was aminated with 2-
chloroethylamine hydrochloride (CEA) and carboxymethylated, generating AECMHAS, as previously
reported (Sakeer et al., 2018).
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Tableau 5.1  Synthesis in aqueous phase of starch derivatives

Type of - Chemical
modification Hipsieel (g reagent/100g starch)
clizs- e Lol g Derivative name | DS Ref.
2 Gelatinization step 1, 53 Anionic with
Starch with SMCA Cationic
STMP
B ) : (Mulhbacher
20 min 209 HAS-CL20 0.00 | etal., 2001)
aqueous 2M NaOH (Massicotte
509 - CMHAS#1 0.15 et al., 2008)
60 min H,O, boiled - 100g - CMHAS#2 0.34 -
HAS - 50g - CMHASH#3 0.19 -
60 min aqueous GTMAC TMACMHAS- (Benyerbah
2M NaOH 109 759 97.6mL CL10 035 | oral. 2019)
759 CEA 759 AECMHAS 0.22 [18]
) ) (Dumoulin
10g 509 CMHAS-CL10#2 | 0.19 et al., 1998)
20 min aqueous (Massicotte
Comn 2M NaOH 509 - CMCS 0.15 | ot al., 2008)
) : (Mulhbacher
Potato 10g 50g CMPS-CL10 0.22 et al., 2001)

5.2.3 Characterization of powders

The degree of substitution (DS) of the CM-starch is defined as the number of substituted hydroxyls on each
glucose unit (maximum 3). Determination of the DS by back titration was done as per literature (Stojanovié¢
et al., 2005). A sample is protonated in 2 M HCI for 30 min, filtered and washed as previously detailed. The
final pH of wet powders after full protonation was around 3.2. The FTIR band at 1593 cm™ corresponding
to carboxylate group was absent, triggering the appearance of the band at 1650 cm™ attributed to the
carboxylic acid group. For each sample, approximatively 100 mg were accurately weighed and dissolved in
0.05 M NaOH (with little heating if needed) and then titrated with 20 mL of 0.05 M HCI using
phenolphthalein as indicator. The DS was calculated from Equation (1), where 162 g/mol is the molecular
weight of a glucose unit, 58 g/mol is the increase in molecular weight accounted for each CM group

substituted and mqry is the mass of the dry sample.

DS = 162 x ncoon/ Mdry = 58 X Ncoon (1)

The amount of CM groups (ncoon) is given by Equation (2), where V,, is the volume of HCl used for the

titration of the blank, V is the volume of titration of the sample and Cuq is the concentration of the HCI.

Ncoon = (Vb = V)Chai (2)

X-ray diffraction (XRD): Diffractograms were recorded on a Bruker D8 (Billerica, MA, USA), from 5 to 35°

(268). Powders were flattened in the sample holders, tablets were fitted with the height of the holder and
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the films were fixed to a glass square with tape on the sides. Baselines were fitted with 8 points and the
relative crystallinity (RC) was calculated as the percentage of peak area from the total area under the curve
(by the software). A new parameter, the percentage of V-type (%V), was calculated as the intensity of V-

type peaks (13.4 and 19.8 °26) from the total intensity of the cumulative peaks.

Fourier-transformed infrared (FTIR) spectroscopy was used to evaluate the short-range order in starch
structures. The C-O-H bending bands 1044, 1035, 1022 and 995 cm™ may be used to estimate changes in
ordered and amorphous starch chains (Figure S2). The amount of crystallinity (AOC), related to the
gelatinization/retrogradation process, was evaluated by the ratio 1044/1035 (van Soest et al., 1995). The
ratio 995/1022 represents the crystallinity index, Cl, defined as the smectic organization of the helices
(Capron et al., 2007). The ratios were compared after two different correction methods and in relation to

different deconvolution parameters (Tables S1 and S2).

Viscosity was evaluated for each starch material in 2% (w/v) aqueous solutions at 25 °C + 2 °C (using an
oscillating viscometer SV-10 (A&D Ltd., Japan), with a small sample adaptor for 40 mL. Vivastar® is very

hydrophilic and consequently its viscosity (higher than that of HAS and of CS) was measured at 1% (w/v).

Thermogravimetric analysis. Approximately 3 mg of each sample were analyzed without further
conditioning. The thermogravimetric curves were recorded on a TGA Q500 (TA Instruments, New Castle,
DE, USA) from 25 to 375 °C under nitrogen conditions. The degradation onset was determined by
intersection of the slope line with the linear part of the curve. The water content was estimated by the
weight loss measured at 150 °C (end of the slope). The temperature for 50% weight loss (Twso) Was
previously reported to be representative of the amylose content of starch samples (Stawski, 2008). In this
study, the change of slope for HAS materials was interfering with the measurement of Tuse. For this reason,
Twso was also compared with Tweo (the temperature at 60% weight loss), and to the main peaks of the

differential thermogravimetric curves (DTGmax).

The blue value (BV) is a parameter related to the capacity of starch to form helical complex with iodine. It
was used to estimate the impact of the modifications on the structure. The BV test was done as previously
reported (Nwokocha et Ogunmola, 2014). Absorbances of the starch-iodine complex were analyzed in
triplicate between 200 and 900 nm with a Libra S50 spectrophotometer (Biochrom US, Holliston, MA, USA)
using a quartz cuvette. The BV was reported as the absorbance of the samples at 640 nm (Asa0). The

apparent amylose content (AAC) was calculated from a linear regression using pure amylose and pure
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amylopectin (Lima et al., 2020). The ratio Aszs/Ag0, representative of the amylose:amylopectin ratio

(Khachatryan et al., 2014; Morrison et Laignelet, 1983), was also analyzed.

5.2.4 Tablet preparation and testing

The starch powders (300 mg) were compressed in a 9.54 mm diameter cylindrical mold with a manual
hydraulic press (Carver, Inc., Savannah, GA, USA) at 2 tons for 10 s. The powders were conditioned at
ambient environment without further treatment prior to compression. Tablet hardness was evaluated on
a BenchSaver™ Series hardness tester (Varian, Inc., Cary, NC, USA). Structural parameters were evaluated

by XRD and FTIR, as described in Section 2.3.

Tablet water uptake—The tablets (300 mg) were incubated in an incubator shaker at 37 °C, 100 rpm, 2 h
in 40 mL SGF followed by 2 h in 40 mL SIF and weighed after each step. Results are expressed as the mass
of the wet tablets.

Disintegration test—A disintegration bath (Electrolab disintegration tester EDi-2, Betatek Inc., Toronto,
ON, Canada) was used following the recommendation of the United States Pharmacopeia (USP <701>) on
physical testing (chapter 701-disintegration). The containers were first filled with simulated gastric fluid
(SGF) for 2 h and then replaced by simulated intestinal fluids (SIF) for the remaining time. Initially, tablets

were allowed to hydrate 4-5 min prior to placing the floating disks in the cylinders.

5.2.5 Film casting and testing

Preparation: the films were obtained in hexagonal polystyrene molds by casting (evaporation of the
filmogenic compositions) in ambient conditions. The preparations were made with 3.5% w/w starch
derivatives in distilled water, without plasticizers. For better homogenization, solutions were heated in a
boiling water bath and then agitated slowly on a rotary agitator. After heating, the viscosity was lower,
generating filmogenic formulations with an average density of 0.99 + 0.02 g/mL. The hexagonal molds
(diameter of 76 mm, area of 37.5 cm?) were filled with 14 g of each filmogenic preparation (0.37 g/mm?)

and left to stand on a leveled surface at ambient conditions for 2 days.

Testing of the films. The films were analyzed by TGA, XRD and FTIR methods, as previously described.
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Moisture absorption—Chambers were equilibrated with controlled relative humidity (RH) using different
saturated salt solutions (200 mL) for at least one week. Nal, NaBr and Nal were used for 40, ~60 and 75%
(w/v) RH, respectively. Films were kept in the chambers for at least 3 days and their water uptake was

expressed as percentage of their change in weight.

Water uptake—Films were immersed into SGF or SIF, delicately removed, carefully wiped, and weighed

at specific time intervals for 1 h. The water uptake was expressed as the mass of the wet films.

Solubility—Dry films were weighed, submersed into SGF or SIF for 2 h (with or without enzymes), removed
and air-dried at 60 °C until a constant weight was reached (about 3 days). Solubility was calculated as the

percentage of weight loss based on the initial film weight.

5.2.6 The cytotoxicity of various starch derivatives

The HRT-18 is an epithelial cell line derived from a colorectal adenocarcinoma. Cells were maintained in
alpha MEM (Minimum Essential Medium) supplemented with 10% fetal bovine serum and antibiotics (1%
penicillin-streptomycin) in 5% CO; at 37 °C. HRT-18 cells (3 x 10°) were treated with CMHAS, AECMHAS or
Vivastar®, all at a final concentration of 0.05 mg/mL, in addition to H,0, (positive control) and after two
days, assayed for cell viability using XTT (2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide salt). The XTT tetrazolium assay is based on the reduction of XTT by mitochondrial NADH
enzymes converting XTT to formazan crystal (Adan et al., 2016). Briefly, the medium was removed followed
by addition of 125 pL XTT solution (XTT 1 mg/mL, 7.5 mg/mL PMS phenazine methosulfate) for a 3h
incubation. Absorbances were measured at 450 nm. Untreated cells (Mock) were set at the 100% viability

value.

5.3 Results

It was of interest to correlate the structural data of the obtained starch derivatives in powder, tablet and
film form (Table 5.2) to their behavior as potential multipurpose excipients for monolithic tablets or as

coating films affording gastro-protection.

The TGA parameters, crystallinity, blue value, density and viscosity, diminished when increasing the
modification. This is due to a lower organization, smaller crystals, helices altered by the modifications and

to an increased solubility. These results are detailed and discussed below.
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Tableau 5.2  Characterization of the starch excipients using various methods.

XRD FTIR TGA BV Density | DS | Viscosity

%\- DTGmax | Tweo | Aeao Ratio

. %RC | AOC | Order | CI ) °0) |(au) | Asws/Acs (g/mL) |CM [mPa.s
Hylon VII° 23 154 |1.08 |0.70 |1.20 |326 321 |0.78 |1.34 0.50 - 1
Gelatinized HAS 31 9.4 1.14 |0.74 |1.26 |326 319 |0.81 |1.35 0.34 - 1
HAS-CL20 53 9.3 0.95 |0.69 |1.04 |313 307 |0.76 |1.36 0.24 - 7
CMHAS#1 38 5.2 0.92 ]0.63 1.06 |307 299 |0.80 |1.41 0.34 0.15]|1
CMHAS#2 100 12.4 (0.84 |0.56 |0.88 |278 281 10.31 |1.40 0.27 0.34 |69
CMHAS#3 44 4.8 1.04 |0.67 |1.02 |[293 286 |0.78 |1.62 0.14 0.19] 16
CMHAS-CL10#2 75 11.4 [(0.85 |0.57 |0.96 |284 286 |0.68 |1.47 0.16 0.19 |91
AECMHAS 88 9.4 095 |0.56 |0.87 |275 278 10.70 |1.63 0.12 0.22 |24
TMACMHAS-CL10 32 1.9 091 |0.63 |0.93 |274 274 10.09 0.93 0.37 0358
PenPure’ 10 204 |113 |077 |124 |326 320 [041 118 [o7s |- |1
(native potato starch)
Vivastar®
(CM and CL potato starch) 5 104 |1.12 |0.80 |1.23 |299 300 |0.03 |0.63 0.80 0.38|11010%
CMPS-CL10 - - 091 |0.56 |1.07 |314 322 |0.10 |0.95 - 0.22 1314
Melojel® 7 242 |136 |0.77 |1.20 |333 327 1042 |1.21 0.56 - 1
CMCS 73 9.1 0.88 |0.59 |0.97 |301 290 |0.39 |1.49 0.23 0.15]70
CMCs-CL10 - - 0.93 ]0.59 |1.07 |311 319 |0.37 |1.39 - 0.20 | 298

*viscosity at 1% for Vivastar®.

5.3.1 Characterization of powders

Under a powder form, derivatives were mainly evaluated in relation to the degree of organization of
polysaccharidic chains in crystalline or amorphous regions. The X-ray diffractometry is a reference method
in starch structural analysis, allowing to observe the crystallinity resulting from the organization in ordered
layers and allows quantification of the relative crystallinity (% RC). In agueous phase, the crystallinity of a
starch excipient is related to its retrogradation. This reorganization phenomenon may induce twisting or
cracking of the cast films. The crystallinity may also be related to the chemical modification: the new

functional groups grafted on the starch chains will hinder the retrogradation/crystalline forms.

The ratio of type A or B peaks to the V-type peaks may be indicative of the amylose to amylopectin ratio
in the large crystalline regions. The diffractograms are presented in Figure 5.1A and the calculated RC and
percentage of V-type (%V) organization are presented in Table 5.2 as long-range organization parameters.
Gelatinization alone had a low impact on the crystallinity. The CMHAS#1 was obtained using a short
gelatinization time prior to modification, and the remaining crystallinity was higher than for other
derivatives. Amylopectin-related morphology (B-type) was still present (17°), as much as for CMHAS#3
(long gelatinization time), but both had a low DS (0.17) and a single type of chemical modification.

Nevertheless, all derivatives had lower crystallinity than the gelatinized HAS, meaning that the presence
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of carboxymethyl functions greatly hinders the retrogradation. The TMACMHAS-CL10 was the most

amorphous material, due to the 3 types of chemical modifications plus 1 h gelatinization time.

A) Powders B) Tablets C) Films

A-type: 15, 17, 17.8 and 23° 20
B-type: 5, 17, 19.5, 22 and 24° 20

Hlel‘I Vi™ V-type: 7.8, 13.4 and 20.8° 26
Gelatinized HAS _
i HAS-CL20
|
cMHASHEL S\
CMHAS#H2 PN A
CMHAS#3 PO /_"5
CMHAS-CL10#2 A_/\ N N S
AECMHAS T,
N TMACMHAS-CL10 o~ e
0 15 20 25 E (4 ]10 15 20 25 30 ]70 15 20 25 3P
20 (degree) 20 (degree) 26 (degree)
Figure 5.1 Diffractograms of the powders, tablets and films based on high-amylose starch (HAS)

and derivatives and CM corn starch (CMCS).

For CMHAS-CL10, the slurry method with higher concentration of NaOH (Table 5.2) may have more
drastically disorganized the starch, inducing irreversible changes. In addition to physical modifications due
to gelatinization, the additional chemical modification may also have been more efficient on the
amylopectin, preventing its reorganization. The absence of amylopectin-related peaks for CMCS shows

that it is more easily disorganized.

In HAS, it was proposed that amylose could be organized in crystalline structures (Shi et al., 1998; Yang et
al., 2016b) and even participate in forming double helices (liang et al., 2010; Shi et al., 1998). A partial
remaining crystallinity after modifications on HAS was already reported and ascribed to better matrix-

forming properties (Ispas-Szabo et al., 2000).
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Information available on evaluation of short-range organization parameter using FTIR to follow physical or
chemical modification is scarce. The state (i.e., dry, hydrated, paste, film, tablet) of the tested samples
renders analysis even more difficult. In the new prepared derivatives, after carboxymethylation of HAS, a
new band was observed around 1590 cm™ (Figure S2), attributed to new carboxylate functions. The
spectra in region 800—1185 cm™ (insert of Figure S2) were corrected, deconvoluted and normalized to
analyze the bands 995, 1022, 1035 and 1044 cm™. Different parameters of FTIR band ratios were
investigated (data in supplementary materials Tables S1 and S2). Cl values for the amorphous HAS
derivatives were lower than those of the modified amorphous corn starch and of the modified potato
starch (Table 5.2, Figure S3). Cl may therefore be a better indicator of crystallinity for amylopectin than
for amylose. The changes in Cl ratios correlated well with the gelatinization extent. The parameters of log-

range and short-range organization are reported in Table S2.

Viscosity (Table 5.2) varies extensively depending on the physical and chemical modifications, but also on
the macro-organization of the granules, while parameters from the TGA (onset, Tweo, Twso and DTGmax)
showed a decrease corresponding to the extent of the modifications (Figure 5.2): i.e., the DS or the
presence of different functional groups (Tables 5.2 and S3). Possibly, TGA data were related to the
organization, whereas variation in viscosity was multifactorial (depending on macro-organization, DS, type
of functional groups). Overall, the DTGuax was related to the crystallinity of samples, being lower for more

amorphous and more hydrophilic excipients.

The blue value (BV) can give insights on the starch structure integrity. The absorbance spectra of the native
starches showed a good correlation with the amylose:amylopectin ratio. The BV, the apparent amylose
content (AAC) and Asys/Asso ratio were reported for native and modified starches (Table 5.2) and details

of the analyses are added in supplementary material (Table S4).

Overall, the decreasing BV and AAC correlated with structural alteration due to gelatinization conditions
and to steric hindrance caused by the chemical modifications. This resulted in a lower capacity to complex
iodine and less coloration. Previous reports have mentioned that these values might depend on the degree
of polymerization of amylose (Bailey et Whelan, 1961; Man et al., 2014), the experiment setup (Samotus

et al., 2014) and the DS of modified starch (Nwokocha et Ogunmola, 2014).
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Figure 5.2 The TGA thermograms of the powder samples scanned at a heating rate of 10 °C/min.

The insert shows the differential TGA (DTG).

5.3.2 Characterization of tablets

Low density modified starches gave strong monolithic matrices. The water content of the starch influences
the compression behavior (reorganization) and the cohesiveness (H-bonding) of the resulting materials
(Regazzi et al., 2016), modulating their hardness (not reported) and swelling (Figure S4). When the starch
was dried before compaction, tablet swelling was different. It was observed that drying of the powders
improved their flow properties and density, but it also impacted hydration, which was rapid on the surface
of the tablet. This may be due to the absence of water to plasticize the starch upon compaction, leading
to fragile tablets with different hydration speed. Compression of dried starch likely gave more porous
matrices. Without water as a binder, holes and imperfections in the matrix are more probable and would

accelerate fluid penetration.

The XRD profiles of starch tablets (Figure 5.1B) showed lower relative intensities and lower RC than the
corresponding powders. The RC decreased after compaction (Table S2), which may be caused by
compression of the granules and disturbance of the crystalline organization. A decrease in crystallinity is
an usual observation for compaction (Bandyopadhyay et al., 2005), concomitantly to a broadening of the
peaks due to crystal deformation (Ainurofiq et al., 2018). For all samples, amylopectin- and amylose-

related crystallinities were reduced after compression (Figure 5.1, Table S2).
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Water uptake of the tablets - The weight of the tablets during immersion is reported in Figure 3. The
formation of a gel layer on the tablet surface is the combination of different processes. The solubility of
starch arises after physical and chemical modifications (i.e., gelatinization, grafting) or due to the type of
drying process, all factors impacting the organization of polysaccharidic chains. Due to tablet gelation
(becoming a gel after hydration), the erosion rate of the tablet needs to be slower than that of its hydration,

particularly for sustained release purposes.

2h SGF +
2h SIF

2h SGF

2400

- CMPS-CL10 "1 ’“\
2100 - TMACMHAS-CL10 P ‘
e
1800 AECMHAS . -
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©
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o = ® |
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& ; ,
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Figure 5.3 The weight of the tablets during water uptake (A) and pictures of tablets after 2 h in SGF
first, followed by 2h incubation in SIF) (B).

The powders with lower levels of organized polysaccharidic chains (resulting from the gelatinization step)
generated strong tablets and denser granules, whereas aggregated powders gave friable tablets. Many
modified HAS did not swell (gelatinized HAS, HAS-CL20, CMHAS#1, CMHAS-CL10#1), some swelled slightly
(CMHAS#2, CMHAS#3, CMHAS-CL10#2 and CMCS) whereas others swelled greatly (CMPS and TMACMHAS
derivatives without cross-linking). The CMPS had a high solubility due to the presence of potato starch.
The solubility of TMACMHAS was related to the functional groups. Both were also obtained with cross-
linking and tablets based on CMPS-CL10 or TMACMHAS-CL10 formed outer gel layers after immersion in
SGF, showing that cross-linking created a stronger network. Furthermore, phosphate groups from the

STMP can be easily protonated thereby contributing to the outer gel layer formation.
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The CMCS-CL10 (based on corn starch) was gel-forming and its weight increased constantly in both media.
The water uptake of ampholytic starches AECMHAS and TMACMHAS-CL10 was slower in SGF than in SIF
due to the ionic stabilisation of ammonium with carboxylic groups. The weight gain was faster in SIF due
to deprotonation of carboxylic functions. The higher solubility of ampholytic materials carrying ammonium

salt groups resulted from protonation of amine in acidic medium.

Erosion rate of the tablets - The drug-free starch tablets were evaluated for 2 h in SGF and than in SIF in
the presence of pancreatic amylases (Table 3). When exposed to these media, the ampholytic TMACMHAS-
CL10 tablets were disintegrated after 3 % h, followed by tablets based on CMHAS#2, the CMCS-CL10,
CMPS-CL10 and CMHAS#3. Tablets of gelatinized HAS started eroding after 7 h. The HAS-CL20, CMHAS#1,
CMHAS-CL10#1, CMHAS-CL10#2 and CMCS tablets were not affected after 9 h but showed different
behaviors: the first three were only hydrated, whereas the latter two formed gels. This different erosion

behaviour indicates that the modified HAS derivatives are tunable matrix-forming materials.

Tableau 5.3  Testing and observations of the tablets. The powders were conditioned at ambient
environment prior to compression (about 10 % w/v moisture). Tablets (300 mg, 9.54 mm diameter) were
compressed at 2T for 10s. The water uptake was followed at 37 °C, 100 rpm and tablets behavior was

observed in the USP apparatus #2.

Tablet Weight after Disintegration in SGF/SIF
swelling behavior immersion in with enzymes, 37 °C
o S%F/SIF SGF/SIF with Time Final residue Erosion
pancreatic (£ 15 min) weight after 9h, rate

Excipient enzymes after 7 h = 4> min dried ER (%/h)
Hylon VII° - - - -
Gelatinized HAS Capped, fractured 89 % >9 h 61% 4.3

H
HAS-CL20 Cé‘i:(aetjd and 135 % >9h 78 % 2.4

H
CMHAS#1 Cé‘i:(aet;d and 213 % >9 h 69 % 3.4
CMHAS#2 Outer gel layer 740 % 4h30 0% 22.2
CMHAS#3 Outer gel layer 270 % 7h 0% 14.3
CMHAS-CL10#1 Eléi:(aetjd and 65 % >9h 69 % 3.4
CMHAS-CL10#2 Outer thin gel layer 386 % >9 h gel 11.1
AECMHAS g;t;r thick gel 557 % 7h gel 143
TMACMHAS-CL10 Outer thin gel layer 0% 3h30 0% 28.6
CMCS Outer gel layer 458 % >9 h gel 11.1
CMCS-CL10 Outer gel layer 357 % 6h gel 16.7
CMPS-CL10 Outer gel layer 778 % 6h gel 16.7
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5.3.3 Characterization of the films

The filmogenic solutions and aspect of films - By using amorphous powders, it was possible to obtain films
with interesting visual aspects (Figure 5.4A). The amorphous materials (CMHAS#2, CMHAS#3, CMHAS-
CL10#2, CMCS) generated flat, smooth, and flexible films, probably due to the chemical modifications that
prevented retrogradation. The physical modification (gelatinization) of HAS in aqueous NaOH allows
preparation of powders that are fully soluble in cold water. With a low amylopectin content, the modified
HAS generated easy to handle low viscosity preparations (Table 5.4). The filmogenic solutions of cross-
linked HAS-CL20 and CMHAS-CL10#2 presented a higher viscosity, and homogeneous spreading was
limiting. The non-gelatinized Hylon VII° suspension was not filmogenic, even after moderate heating due
to its high amylose content generating strong H-bonds and crystallinity. CMHAS#1 and HAS-CL20 powders
kept B-type and V-type crystallinity; they were not soluble and required heating to generate filmogenic

solutions. The films were rigid and not completely flat when cast from solution without heating.

Water content of the films—Initial water content (at room condition), measured by TGA, was between 8%

(w/v) and 9% (w/v).

Moisture absorption—After conditioning at controlled relative humidity (40, 60 and 75% RH), changes in
weight of the films were noted (Table 5.4). A slight increase (from 40 to 60% RH) was measured. At 75%
RH, all films presented higher water content. The ampholytic TMACMHAS-CL10 was very sticky and could
not be weighed appropriately. Solubility of the corresponding powder derivatives was in fact related to

the moisture absorption of the films.

Structural studies of the films - The diffractograms of the films are presented in Figure 5.1C and related
parameters are summarized in Table S2. CMHAS#2 had small peaks of V-type and B-type helices, while

CMHAS-CL10#2 (slurry-type treatment) mostly contained V-type helix.

Band ratios (Table S2) were measured on the FTIR region 800-1185 cm™. They were similar for HAS, potato,
or corn starch films, suggesting that the organization after casting was similar, irrespective of the starch

source or derivatives.

For the films, the maximal values of DTG increased in the following order: CMHAS#2 < TMACHAS-CL10 <
AECMHAS < CMHAS#3 < CMHAS-CL10#2 < CMCS, showing a good correlation with their solubility (TGA and
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DTG parameters of the films are reported in Table S3). This suggests that the displacement of the DTG
maxima may be linked to the amorphous character of the initial powders and that the amorphous powders

may generate more amorphous films compared to other starches.

CMHAS#2 CMHAS-CL10#2 AECMHAS
A
B — 20 CMCS
£ _—f 15 i —e—CMHAS-CL10#2
g %) = » —e—Starch 1500®
3T10 & —e—HAS-CL20
s g s | S AT 7 TR » —e—CMHAS
g 3 - —e—Vivastar® Disintegrant
=0 : Y —e—Lycoat® Disintegrant
5 . . 40 . 60
Immersion time (min)
C 25 A
=201 " """ -~ 1 —e—CMHAS-CL10#2
o £ == cmcs
,g o 15 1 —e—Starch 1500
310 - —o—HAS-CL20
28 5. —e—CMHAS
S 3 ° " —e—Lycoat® Disintegrant
2 0 4 T T 7 —e—Vivastar® Disintegrant
50 20 40 60 =@—Ampholytic
Immersion time (min)
Figure 5.4 Film aspects and water uptake. Pictures of the films obtained by casting of 3.5% (w/v) of

corresponding aqueous solutions of HAS (CMHAS#2, CMHAS-CL10#2, AECMHAS, TMACMHAS-CL10),
potato (CMPS-CL10) and corn (CMCS) starch derivatives (A). Water uptake of the films after immersion in
SGF (B) and in SIF (C); dot line: beginning of erosion.

Effect of casting on structural organization was estimated in powders versus films. The short-range order
(in FTIR) increased, while the long-range order (crystallinity by XRD) decreased (Figure 5.1) suggesting that
films had smaller crystal size and that the amylopectin, with small chains, retrograded, whereas amylose
did not. The amylose participates in the formation of a homogeneous network, in which the entanglement
prevented retrogradation. It was previously suggested that amylose would reorganize around the

amylopectin clusters and that the amylose:amylopectin ratio was an important parameter for the
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formation of a network (Goesaert et al., 2005). Regular starch films were reported to retrograde
extensively. However, in films from modified HAS, this was prevented by the formation of such network.
The averaged TGA data show that the final weight, onset and DTG peak were higher for the films than for
the powders (Tables S3 and S5).

Behavior of the films in acidic (SGF) and neutral (SIF) media - Water uptake - The weight of the films after
immersion in SGF were compared with their weight after immersion in SIF (Figure 5.4B). CMHAS-CL10#2
and CMCS were both hydrated forming thick gel sheets that resisted to immersion in SGF for 1 h. They had
similar behavior in SIF but at this neutral pH, CMHAS-CL10#2 was more hydrated, showing a pH-dependent

behavior, whereas the CMCS had the same water intake at both pH values.

Solubility of the films made of HAS-CL20, CMHAS#1 or CMHAS#3 remained unchanged in the enzyme-free
SGF/SIF system (Table 5.4). CMHAS#2 films were soluble in both media due to higher DS (0.34). The
AECMHAS films remain intact in SGF and were solubilized in SIF, also showing a pH-dependent behavior,
whereas TMACMHAS-CL10 films were solubilized in both media possibly related to the presence of basic

TMA groups. Overall, HAS derivatives had lower solubility than the other starches.

This shows that the films based on CMHAS with low DS obtained from aqueous synthesis would be stable

at acidic pH during the gastric transit and would be mainly degraded in SIF in the presence of a-amylase.

Tableau 5.4  Film related properties : Viscosity of filmogenic solutions (3.5 % (w/v) of starch derivatives;
Solubility of the films in SGF and SIF media; Change of the films weight during conditioning at 40%, 60%
and 75% Relative Humidity (RH).

. . Solubility of films (weight loss as % w/w) Weight change after
Viscosity . . . e
Derivative used for after 2 h in SGF or in SIF followed by drying | conditioning reported to
film formulation — at 60 °Cfor 72 h 40 % R:o(:f w/w7)5 ¢y
mrPa’s (] (]
mPa's) 2 h SGF 2 hSIF 40 % RH RH RH
HAS-CL20 159 1.7+0.7 4.4+0.4 - - -
CMHAS#1 29 26+1.7 5.0+1.1 0 2.0 4.8
CMHAS#2 31 100 % 0 0.9 3.8
CMHAS#3 41 0104 49+0.9 0 1.1 4.2
CMHAS-CL10#2 86 Fragmented Fragmented 0 1.0 4.5
AECMHAS 52 14.0+2.1 100 % 0 0 Sticky
TMACMHAS-CL10 19 100 % Sticky | Sticky | Sticky
CMCS (corn starch) 107 Fragmented 104 +16.1 0 1.0 3.7
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Factors influencing the properties of the films from different starch types: Highly viscous potato starch
required dilution and hence longer evaporation time for similar film thickness, and could not be of interest
for large scale film production. In addition, potato starch gelatinizes faster, forming soluble films. Corn
starch generated homogeneous films, but were disintegrated in SGF. Amylose-rich starches were reported
to form better films due to their capacity to orient in any direction (amylose chains shown in Figure 5.5 as
disorganized coils, non-helical structures), in comparison to amylopectin which is too bulky to change its

chain orientation and has a favored structural orientation toward small chains (Maniglia et al., 2019).

(A)

Gélatinization

Rétrogradation

— Hylon VII® powder

30 40

<
o
=]
=
(<]
Y
=3
<]
=
’ \ — CMHAS-CL10#2 powder
10 2‘0 30 ;0
— TMACMHAS-CL10 powder
TN -
5 10 15 20 25 30 35 40
Figure 5.5 Schematic representation of the relationship between the structural organisation of

starch after modifications and the X-ray diffraction pattern of (A) native high-amylose starch (HAS), (B)
CMHAS, (C) CMHAS-CL and (D) ampholytic starch (TMACMHAS-CL10).
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Due to physical (gelatinization Fig. 5.5A) and chemical (grafting of CM anionic - group Fig 5.5B, crosslinking
-Fig 5.5C) modifications, the organization at molecular level is changing significantly. The films obtained

from these powders had low-solubility behavior feature unique to HAS excipients.

The structural differences between the powder and film forms were evident using TGA (Figure 5.6A).

(A) ( B) Ordered a * Smectic organization

- Powder Film ADTGmax(°C) 1044/1022  995/1022  of helices

P 056 P 0.86
+23.1 T 065 T 104
10 CMHASH#2 F 057 Fin
+17.8 Amount of cryst.
CMHAS#3 A 1044/2035 Right shift: increase of
8 P 1.02 H-bonding
T 102
CMHAS-CL10#2 e i
6
TMACMHAS-CL10 f A +28.1
4 prr—
AECMHAS ‘ k +30.1
2

cMCS +9.9

Powder

DTG relative units
Relative absorbance (u.a.)

I | | | 1 I
1060 1040 1020 1000 980 960
100 150 200 250 300 350 400 Wavenumber (cmd)

Temperature (°C)

CMHAS#1 - Powder (D) CMHAS#1 - Dry tablet (E) CMHAS#1 - Dry film

Figure 5.6 DTG of the powders (orange) and of the films (blue) obtained from the TGA curves
(10 °C/min) (A). Different structural parameters detailed in the ATR-FTIR deconvoluted spectra of
AECMHAS in powder, tablet and film form (B). SEM of starch powders (C), CMHAS#1 tablet (D) and
CMHAS#1 film (E).

The film, being bulkier, showed higher thermal stability than the powders. Changes were also observed in
FTIR (Figure 5.6B), the tablet and film showing stronger bands associated to H-bonding and disorganization.
SEM analysis revealed that native starch Hylon VII° particles are smooth and mostly round (Figure 5.6C).
Contrarily, all prepared derivatives showed unregular forms with thin and pale hollow around. The
starches modified in aqueous phase undergo a deep modification of granules, the structure of starch
particles being almost completely disorganized. This disorganized, amorphous structure explains also the
low densities obtained (Table 5.2). For CMHAS#1 with short gelatinization times, the granular shapes were

still partly present. In the tablets, compaction increases the contact between chains and also distorts the

97



crystals. In presence of moisture, water acts as a plasticizer, generating denser and harder tablets that
hydrate slowly (Figures 5.6D and S4). In the films, the material is denser (Figure 5.6E), forming more H-
bonds, but greatly disorganized because the retrogradation is prevented by the entanglement of the

chains.

Cytotoxicity of starch derivatives - CMHAS at a degree of substitution DS 0.15 showed no loss in cell
viability (Figure 5.7), whereas moderate cytotoxicity was measured for CMHAS at higher substitution
degree (DS 0.30). Higher toxicity of CMHAS at a higher DS could be related to the ionic disturbance of
membrane proteins. Ampholytic AECMHAS derivatives demonstrated no cytotoxicity, potentially due to
the compensation of carboxylic groups with the amine groups of the starch derivative. H,0, (positive
control) was cytotoxic at equivalent concentrations, as expected. For CMHAS (DS 0.15) no toxicity was

found, even at higher concentrations (0.1 mg/mL).

140% - CMHAS#1 AECMHAS
DS 0.15 DS 0.22

120% A

100% - a
g CMHAS#3
,é' 80% DS 0.30 VIVASTAR®
i DS 0.38
] 60% - H,0,
>

40% -

20% -

0% - T T T T T
Mock 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05

Samples (mg/mL)

Figure 5.7 Cytotoxicity analysis of ionic (CMHAS#1, CMHAS#3, Vivastar’) and ampholytic (AECMHAS)
starch derivatives all at a final concentration of 0.05 mg/mL. The H,0, was the positive control. As negative
control, no toxicity was considered for untreated cells (Mock) with 100 % viability.

5.4  Discussion

Correlations between structure and properties of analyzed excipients was examined in powders,
tablets and films. Powders with minor chemical modifications all showed a residual crystallinity. Due to
the precipitation method with acetone or alcohol that are slowly reducing the water content by

dehydration, the hydroxyl groups are water-free.
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They can be involved in intra-chain (helices) or inter-chain (network) hydrogen bonding with neighboring
hydroxyl, carboxyl, amine or ammonium groups that will induce the starch chains to reorganize forming
helices or hydrogels. In the film form (after water evaporation during drying), the amylose remained in the
network, reducing the V-type crystallinity (XRD) and increasing the stability to thermal degradation (TGA)
due to new starch-starch hydrogen bridges created during the casting process (Figure 5.6A). The powders
and films from CMHAS#2 and TMACMHAS-CL10 were less stable to thermal degradation and generated
soluble tablets and films. For CMCS, peaks for powder and film are more similar in comparison to those of
other samples. AS opposed to HAS derivatives, the casting of corn starch derivatives did not give stable

films because they do not contain sufficient amylose level to form a strong network.

Films had less V-type crystallinity than powders (as shown by XRD), whereas B-type peaks remained
unchanged. If the amylose is reorganized outside the amylopectin, its crystallinity could be changed by
compression of the crystal size. The CMCS powder showing a V-type crystallinity was completely

amorphous once cast as films.

FTIR—Tablets and films presented a larger band than the powders at 995 cm™ resulting in increased Cl
after tableting or processing into films (Figure 5.6B). This higher Cl is surprising, since the XRD gave lower
signal intensity. It is possible that the FTIR structural parameter Cl mainly refers to the proximity of the
starch chains (short-range order), increased in the tablet and film forms. Apart from Vivastar®, tested films
revealed higher Cl than powders, a similar trend was also observed for the tablets. The increasing short-
range order observed in films compared to powders was induced by the hydration during the casting,
which allowed reorganization into crystallites. It may also be related to the sample physical form, the film

being bulkier than the powder.

The AOC did not markedly differ between powders, tablets and films from the same material, but differed
between various materials. This parameter is more representative of the stability related to the
retrogradation extent which depends on chemical modifications, moisture and time elapsed after

synthesis.

The DTGmax of the powders was a good parameter to predict the solubility of the corresponding tablets
and films, but only in the frame of similar starch sources (Table S7A and B). DTGmax may provide a better

estimation than the% RC or% V-type obtained from XRD. The DTGmax also seemed more representative
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than the FTIR ratios to anticipate the solubility, because the FTIR values are sensitive to moisture and

retrogradation (i.e., storage time after modification).

The starch types were determinant for the solubility of their powders, tablets and films. They also had a
role in the viscosity of the filmogenic solutions. The modification of HAS required longer gelatinization
time than for potato or corn starch, but generated filmogenic solutions with low viscosity and films with
low solubility. The films of HAS derivatives were also more resistant during hydration compared to those

of CMCS that were broken in pieces or to those based on modified potato starch that were too fragile.

Amylose-rich starches were reported to form better films due to the amylose’s capacity to orient in any
direction, in comparison to amylopectin that is too bulky to change its chain orientation and has a favored
orientation for the small chains in its structure (Maniglia et al., 2019). This low-solubility behavior is unique
to HAS. It was tuned by addition of anionic and cationic functional groups, resulting in film-forming

excipients with various solubility.

The solubility of the films was increased by various chemical modifications. By increasing ionicity and
reducing crystallinity, starch modifications increased the solubility of the powders, tablets and films. The
gelatinization time before the reaction influenced the crystallinity and was a more important parameter
for modification of HAS than for other starches. A longer gelatinization time improved the gelatinization,

and the powder was soluble in cold water.

5.5 Conclusions

The study shows that the synthesis in aqueous phase consists in the complete disorganization of the starch
granules and generating powders with low density and unique film- and matrix-forming features. The

process is safe, affordable, green and could be further exploited in pharmaceutical industry.

The HAS is less crystalline and less soluble than other starches and appropriate derivatization may improve

its tableting, gel-forming or filmogenic capacity.

Several avenues to modify starch structure were explored (crosslinking, grafting of ionic groups, DS) and
their impact on the functionality of the obtained materials was investigated. As novelty, for certain starch

excipients the correlations between characteristic features under powder, tablet, and film form may be
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the key predictive parameters that could facilitate the choice for a specific application. Thus, if the grafting
of ionic groups (CM) increased the gel-forming capacity of the materials, the cross-linking increased the
film strength. The DS 0.2 generated insoluble films that were degraded only in presence of a-amylase. The
gel formation was clearly increased for ampholytic HAS, comparable to that of potato and corn starch

derivatives.

Cross-linked carboxymethyl high-amylose starch could be considered as a multifunctional excipient for

tablets and films with the added feature of tunable solubility of relevance in the gastric and enteric media.

The relationship between the parameters of the powders for all starches (Table S6A) and HAS derivatives

(Table S6B) showed that BV is useful only when the starch source is the same.

From the correlation established between the different powder, film or tablet parameters (Table S7) it was
found that the “gelatinization time” (GT) is related with DTGwmax, with the relative crystallinity (%RC) and

with the amylose crystallinity (%V).

In summary, key parameters to modulate functionality of derivatives are starch source, thermal treatment,

and the presence of ionic groups.

As perspective, the tunable solubility of the starch films could be a great feature to various formulations

for functional coatings based on natural polymers.
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value; CEA: chloroethylamine; Cl: crystallinity index; CM: carboxymethyl; CMHAS : carboxymethyl high
amylose starch; CL: cross-linked; CMHAS-CL: carboxymethyl high amylose starch cross-linked; CMCS:
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carboxymethyl corn starch; CMPS: carboxymethyl potato starch; DR: disintegration rate; DS: degree of
substitution; DT: disintegration time; DTG: differential thermogravimetry; FTIR: Fourier-transformed
infrared; GTMAC: glycidyl trimethylammonium chloride; HAS: high-amylose starch; RC: relative
crystallinity; SGF: simulated gastric fluid; SIF: simulated intestinal fluid; SMCA: sodium monochloroacetate;
STMP: sodium trimetaphosphate; TGA: thermogravimetric analysis; TMA: trimethylammonium; USP:

United States Pharmacopeia; XRD: X-ray diffraction.
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CHAPITRE 6

LE CARBOXYMETHYL AMIDON COMME ENROBAGE ENTERIQUE

Marc-André Labelle!, Pompilia Ispas-Szabo'*, Florent Vilotte? and Mircea-Alexandru Mateescu?

! Département de Chimie, Chaire de recherche sur les dysfonctions entériques ‘Allerdys’, Centre CERMO-
FC, Université du Québec a Montréal, C.P. 8888, Montréal, Québec, H3C 3P8, Canada.
2 Colorcon USA, Filiere Canadienne, 3550 Rue Ashby, Saint-Laurent, Québec, H4R 2C1, Canada

Résumé

Contexte — Différents excipients pharmaceutiques dérivés d'amidon sont connus comme agents de
remplissage, désintégrants et matériau formant des matrices pour les dosages oraux sous forme de
comprimé. Cette étude propose le carboxyméthyl amidon riche en amylose comme enrobage pour
comprimé offrant la gastro-protection.

Méthodologie — Des films de carboxyméthyl amidon avec et sans plastifiants ont été obtenus par coulage
de solutions filmogénes aqueuses. Leur niveau d'organisation a été suivi par FTIR, par analyse
thermogravimétrique et par diffraction des rayons X. Les propriétés mécaniques (élongation, module
d'Young) et l'absorption d'eau des films (a différentes humidités relatives) ont été analysées. Les
formulations aqueuses choisies ont été utilisées pour enrober des comprimés et leur comportement a été
évalué dans le fluide gastrique simulé.

Résultats — Les plastifiants (glycérol et sorbitol) ont eu des effets différents sur I'organisation de I'amidon,
sur l'absorption de vapeur d'eau et sur la vitesse de séchage des films. Les enrobages a base d'amidon
riche en amylose, appliqués a l'aide d'une enrobeuse a lit perforé industrielle, ont bien adhéré aux noyaux
a base de dérivés de cellulose ou sur la sous-couche d'hydroxypropylméthyl cellulose. Les comprimés
enrobés finaux ont montré une bonne résistance a l'acidité gastrique.

Conclusions — Les formulations aqueuses a base du dérivé CMARA ont généré des enrobages offrant une
protection contre I'acidité gastrique pendant 2h. L'utilisation du sorbitol comme plastifiant a minimisé

I'impact de I'eau et a permis d'éviter que les comprimés deviennent collants pendant I'enrobage. Les
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préparations de CMARA aqueuses ont un potentiel comme enrobage de dosages oraux sous forme de

comprimé pour les formulations pharmaceutiques et de suppléments.
Mots-clés

Enrobage entérique de comprimé, plastifiants, parametres structuraux, carboxyméthyl amidon, rhéologie

des films
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Abstract

This study proposes the application of carboxymethyl starch derivatives as tablet coatings affording gastro-
protection. Carboxymethyl starch (CMS) films were obtained by casting of aqueous filmogenic starch
solutions with or without plasticizers and their structural organization was followed using Fourier
transform infrared (FTIR), Thermogravimetric analysis (TGA), X-ray diffraction (XRD). Together with data
from mechanical tests (tensile strength, elongation, Young’s modulus) the results were used to select
filmogenic formulations adapted for coatings of tablets. The behaviour of these films was evaluated in
simulated gastric and intestinal fluids. The effect of plasticizers (glycerol and sorbitol) on the starch

organization, on the rate of drying of the films and on the water vapor absorption was also analyzed.

Various types of starch have been compared and the best results were found with high amylose starch
(HAS) that was carboxymethylated in an aqueous phase to obtain carboxymethyl high amylose starch
(CMHAS). The CMHAS coating solutions containing sorbitol or glycerol as plasticizers have been applied
with anindustrial pan coater and the final tablets exhibited a good gastro-resistance (up to 2h) in simulated
gastric fluid followed by disintegration in simulated intestinal fluid (SIF). The CMHAS derivatives present a

high potential as coatings for nutraceutical and pharmaceutical solid dosage forms.
Keywords

enteric tablet coatings, plasticizers, structural parameters, carboxymethyl starch, film rheology

Highlights

e Homogeneous coatings were obtained using an aqueous formulation of CMHAS and sorbitol
plasticizer.

e CMHAS enteric coatings resisted for 2h in gastric acidity (pH 1.2) and were disrupted only at
neutral pH 6.8.

e Reduced solubility and high mechanical strength of CMHAS cast films are predictive for the
selection of a good enteric coating formulation.

e Inthe presence of alpha-amylase at neutral pH the coatings were totally disintegrated.

e Amylose: Amylopectin ratio and gelatinization conditions are determinants for the CMHAS coating

features.
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List of abbreviations — AOC: amount of crystallinity; Cl: crystallinity index; CMHAS: carboxymethyl high
amylose starch; EAB: elongation at break; G: glycerol; HAS: high amylose starch; S: sorbitol; SGF: simulated

gastric fluid; SIF: simulated intestinal fluid; WG: weight gain.

Graphical abstract
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6.1 Introduction

Polymers from natural sources, such as starch, are valuable materials for degradable or edible products.
Starch may be modified to tune its properties and to achieve various functions as an ingredient in food,
pharmaceutical formulations or as a matrix in bio-engineering and medical applications. Starch is
composed of amylose (unbranched 1,4-polyglucosidic chain) and of amylopectin (branched 1,4 and 1,6-
polyglucosidic linkages) in different ratios depending on the source. Water content has an important
influence on starch organization by affecting its properties. For example, starch films can be obtained by
heat-compression molding/extrusion (Lomeli-Ramirez et al., 2014) of the powder or by casting of aqueous
filmogenic solutions (Rindlav-Westling et al., 2002). Filmogenic solutions may be obtained after
hydrothermal treatment intended to disorganize the starch (Krogars et al., 2002a) or by using cold-water
soluble starch (Krogars et al.,, 2002a). Aqueous-based native starch films were obtained without
plasticizers (Rindlav-Westling et al., 2002). Contrarily, native starch coatings required the incorporation of
a polymer such as ethylcellulose (Karrout et al., 2010a) or of plasticizers such as glycerol or sorbitol

(Palviainen et al., 2001).

The ideal film for coatings should exhibit high tensile strength and good elongation (Tarvainen et al., 2002).

The usage of plasticizers may have a significant influence on physico-chemical properties of starch-based
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films (Mdller et al., 2008b). Glycerol has been used because it interferes with amylose packing and can
improve flexibility of films (Rompothi et al., 2017). In starch-based films for food packaging, the tensile
strength was decreased whereas the elongation at break was improved at higher concentrations of
glycerol (Rompothi et al., 2017). For sorbitol, its plasticizer effect was related to its many hydroxyl groups
which can interact with -OH or -NH rich polymers, contributing to the flexibility of the films (Dufresne et
Castafio, 2017). However, the efficacy of the two plasticizers was not explored in relation to starch-based

films for tablet coating applications.

Being from a natural source, starch is used to protect fruits and vegetables with edible films (Cortés-
Rodriguez et al., 2020; Gutiérrez et al., 2015; Tapia et al., 2012) (Parissaux et al., 2014) and to create
biodegradable plastics (Glenn et al., 2014); (Koenig et Huang, 1995). The properties of the films are
impacted by the modification of starch. Chemical modification weakened the hydrogen bonding between
chains, reducing the viscosity and starch crystallinity (Woggum et al., 2014). Enzymatic debranching
reduced the water barrier properties and increased the tensile strength of films probably due to an
increase in amylose content and stronger interactions between starch chains (Hu et al., 2019). Depending

on the specific application, the formulation of the films may be tailored to provide the required properties.

In pharmaceutics, an important strategy to enhance bioavailability of orally administrated drugs is to
target their release to the absorption window (specific segments of the gastro-intestinal tractus). There is
an increasing interest for starch-based films for the enteric coating systems. There is also a growing need
of oral dosage forms for colonic delivery, particularly related to the increasing incidence of inflammatory
bowel diseases (Park et al., 2020). From this perspective, a wide range of formulation approaches has been
explored considering the physiological parameters of small and large bowel regions. Enteric-coated dosage
forms were largely developed using the differences in the pH of gastric and intestinal fluids containing
pancreatic and bile secretions. Polymethacrylates (Eudragit® S, Eudragit® L and Eudragit® FS) have a pH-
dependent solubility ranging from 6.0-7.5. For more than 40 years, they have been the main coating
materials used to protect the formulations from gastric acidity or from upper intestine fluids. Together
with hypromellose acetate succinate (HPMC-AS) they are the materials frequently used for regular enteric
coating and sustained release formulations (Marvola et al., 1999). One of the formulation strategies
employed for the commercially available anti-inflammatory drugs to treat ulcerative colitis and Crohn’s
disease (IBD) consists of high-amylose starch blended with Eudragit®. Based on its dual pH and microbiota-

triggered delivery, Phloral™ was proposed for colon drug release showing disintegration in the ileo-cecal
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junction and in the colon (Varum et al., 2020). Nevertheless, Eudragit® is synthetic and the market lacks

natural-sourced enteric coating materials.

High amylose starch (HAS) is less soluble than other starches and has limited susceptibility to degradation
by intestinal a-amylase. It is a good candidate for enteric coating but was not much studied. Autoclaved
HAS with plasticizers was used as quick-dissolving coating (Krogars et al., 2002a). Amylose, in the form of
a butanol complex solution, was added to ethylcellulose coatings to improve colon-targeting (Milojevic et
al., 1996). Autoclaved HAS was also applied as coating on glass beads for intestine targeting (Dimantov et
al., 2004). Better coatings were obtained by association of HAS with other polymeric materials such as
ethylcellulose, polyvinyl alcohol, pectin and zein (Basit et al., 2009; Bisharat et al., 2019; Charoenthai et
al., 2018; Ibekwe et al., 2008; Meneguin et al., 2018), increasing the solubility and showing better colon-

targeting behavior due to susceptibility to a-amylase.

Since more than 40 years, the enteric coating market was and is still ruled by methacrylate derivatives,
which are fully synthetic polymers. Up to now, the only completely natural enteric starch-based coating
available is a 1:4 mix of pea starch (pea starch N-735, Roquette Freres, Lestrem, France) with ethylcellulose
(aqueous dispersion Aquacoat®ECD, FMC Biopolymer, Brussel, Belgium), and consists mainly of a cellulose
coating containing some starch (Karrout et al., 2011). In this case, the gastro-protection comes from the
low-solubility of ethylcellulose and the mechanism is based on diffusion. Despite these developments, it
is still lacking a natural enteric coating material that function without the need for association with other

polymers.

Carboxymethyl starches (CMS) are anionic derivatives with various applications in drug delivery. The
commercial excipient sodium starch glycolate (SSG, i.e. Vivastar®) is a powerful tablet disintegrant. The
CMS was used as coating for nanoparticles (Saikia et al., 2015), and as matrix for nanoparticles (Noori et
al., 2022). It was added to shellac formulation at 1:5 ratio to increase the coating solubility in the colon
(Giovannone et De Angelis, 2012). The carboxymethyl HAS (CMHAS) powder, as a matrix-forming excipient,
was found suitable for monolithic tablets able to provide protection against gastric acidity (Calinescu et
al., 2007). In acidic environment, the carboxyl is protonated, available for hydrogen bonding with other
starch chains, and may form dimers, preventing the fluid penetration. In the intestine (near neutral pH),

the sodium ions (associated with carboxylate groups) hinder the formation of dimers and being hydrophilic,
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increase the CMHAS solubility. To the best of our knowledge, the CMHAS, cross-linked or not, was not

investigated yet as a film for enteric coating of tablets.

Moreover, the consumer preferences are now orienting toward natural products with less chemical
manipulations. Our aim was to increase the choice of materials for such formulations of nutraceutical or
biological products. Owing to the carboxylate functions, the CMHAS shows a protective AND pH-
dependent behavior, in addition to a better solubility at near-neutral pH (Assaad et al., 2011; Calinescu et
al., 2005; Calinescu et al., 2007; Massicotte et al., 2008), which is not the case with the HAS-cellulose
coating. Another purpose of the current study was to extend the usage of CMHAS as multifunctional
excipient, its application as an enteric coating and not only as a matrix-forming polymer. The first step of
this project was to evaluate the film-forming capacity of CMHAS and the impact of plasticizers (glycerol
and sorbitol) on structural and rheological features of the CMHAS cast films. The second step was to apply
selected coating formulations on placebo tablet cores using a pan coater and investigate the gastro-

resistance of coated tablets

6.2 Materials and methods
6.2.1 Materials

Reagents — Hylon VII® (~70 % amylose), was a generous gift from Ingredion (Westchester, IL, USA). Lycoat®
RS 720 (medium viscosity was gifted by Roquette America Inc. (Keokuk, IA, United States). Sodium
monochloroacetate (SMCA), glycerol, iodine, monobasic phosphate, potassium iodine, sorbitol, and the
other chemicals were all reagent grade and used as received from Millipore Sigma (Burlington,

Massachusetts, USA).

The simulated gastric (SGF) was prepared by adding 7 mL HCl (37% w/w) and 2 g NaCl in 1 L water (as
described by the USP-43, NF 38 (United States Pharmacopeia, 2021)). The simulated intestinal fluid (SIF)
was made with 6.8 g monobasic potassium phosphate added to 750 mL distilled water and to 77 mL of 0.2
N NaOH. The pH was then adjusted with 0.2 N NaOH to pH 6.8 as described by the USP-43, NF 38 (United

States Pharmacopeia, 2021).

The product Opadry® Complete Clear (batch nr TSL135403, hydroxypropylmethyl cellulose 2910 and
glycerine, viscosity 6 mPas) and placebo cellulose tablet cores were provided by Colorcon Inc. (Kirkland,

Quebec, CA).
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6.2.2 Starch modification

The obtained derivatives and the procedures are summarized in Table 1. Starch carboxymethylation was
done as previously described (Massicotte et al., 2008). Briefly, 140 g HAS were suspended in 340 mL water
at 55 °C with a benchtop stirrer. Then, 320 mL of 2M NaOH were added. After 20 min of gelatinization, 70
g of sodium monochloroacetate (SMCA) powder was added. The reaction was continued under agitation
for 1 h, cooled, neutralized with acetic acid, and precipitated with aqueous methanol (60% v/v). The
precipitate was washed by successive decantations with aqueous methanol (60% v/v) until the
conductivity was below 50 pS, finally dried with acetone on the filter and then air dried to obtain CMHAS#1
(DS 0.15).

CMHAS-CL10 (DS 0.19) was obtained by a 'slurry' aqueous synthesis by processing 140 g Hylon VII® using
half the water (170 mL) in a Hubbart planetary mixer for 20 min. Then, 70 g SMCA were added and allowed
to react for 1 h. For cross-linking, 14 g of sodium trimetaphosphate (10 g / 100 g starch) were added and

after 40 min, the derivative was washed and dried as described above.

The CMHAS#3 was synthesized as the CMHAS#1 but with a longer gelatinization time (extended to 1h).

Corn starch was also carboxymethylated to obtain CMCS and used for comparison.

The degree of substitution (DS) was defined as the number of carboxymethyl groups for each glucose unit
(maximum value of 3) and it was determined by the titration method described previously (Labelle et al.,
2023). Briefly, the CM-Starch was protonated 30 min in 2M HCI, filtered, washed, dried and titrated with

aqueous NaOH. The DS was calculated as described in literature (Stojanovi¢ et al., 2005).

Blue Value (BV) test consists of measurements of the absorbance (at 620-640 nm) of an iodine-starch
complex and can be related to its capacity to form helices and to the extent of the modifications on the
structure. The samples were prepared as previously reported (Nwokocha et Ogunmola, 2014) from 0.1 g
dry starch weighed into a boiling tube, 1 ml ethanol (95%) was added followed by 9 ml of 1 M NaOH solution and
heated in a boiling water bath for 10 min to solubilize the starch. The starch solution was cooled and quantitatively
transferred into a 100 ml standard volumetric flask and the volume made up to 100 ml mark with distilled water. 2.5 ml
of starch solution was taken into 50 ml standard flask; 0.5 ml of 1 M acetic acid was added followed by 1 ml of stock
iodine (0.2 g 12 / 2.0 g KI/ 100 ml) and the solution made up to the 50 ml mark with distilled water. The resulting colour
was left for 20 min to fully develop before the absorbance reading was monitored at 620 nm with a Perkin-Elmer Lambda

3B double beam UV/ visible spectrophotometer. lodine solution of the same concentration as above, but without starch
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sample, was used in the reference cell. Absorbance spectra of the starch-iodine complex were taken in a quartz
cuvette, in triplicate, between 200 and 900 nm with a Libra S50 spectrophotometer (Biochrom US,

Holliston, MA, USA).

6.2.3 Cast films based on starch derivatives

Filmogenic CM-Starch solutions - CM-Starch filmogenic solutions were prepared using 3.5% CMS powder
in distilled water and glycerol (G) or sorbitol (S) at different ratios (0, 20, 40g / 100g of starch). After
homogenization, the preparations were slightly heated (i.e. 5 min in a water bath at 80 °C) and kept under
slight agitation until casting. Examples of such formulations are presented in Table 1. The average density
of all preparations was 0.99+0.02 g/mL. The viscosity was measured at 25 °C * 2 °C using an oscillatory

viscometer SV-10 (A&D Ltd., Japan) with a small sample adaptor (40 mL). Film conditioning

Chambers were equilibrated with different saturated salt solutions (200 mL) for 1 week and the films were
let to stand in the chambers for at least 3 days. The Nal was used for 40 %RH, NaBr for 60 %RH and NaCl

for 75 %RH. The films were weighed before and after conditioning to compare their water uptake.

Film casting - The cooled 3.5% starch solutions were cast in polystyrene molds and evaporated for 24-48
h (depending on ambient temperature and humidity). Casting 14 mL of a 3.5% starch solution on a surface
of37.5cm?(0.37 mL/cm?) resulted in a film containing about 0.013 g starch/cm?, with an average thickness

of 0.1 mm (measured with a digital caliper).

6.2.4  Structural and thermal analysis

Fourier-Transformed Infrared (FTIR) — The films were analyzed on a Nicolet 6700 spectrometer with the
software Omnic (Thermo Fisher Scientific Inc.) and equipped with a smart iTR accessory for attenuated
total reflectance (ATR). Backgrounds were subtracted for all spectra. The films were placed under the ATR
press separately (one layer). The IR region between 995 cm™ and 1044 cm™ was related to the short-range
organization in starch structures (van Soest et al., 1995). The ratios between the absorbances of different
bands (1044, 1035, 1022 and 995 cm™) were related to parameters associated to the short-range order
and crystallinity. The amount of crystallinity (AOC), calculated as the absorbance at 1044 cm™ divided by
the absorbance at 1035 cm™ (A1044/A1035), Was related to the gelatinization and retrogradation process (van
Soest et al., 1995). The crystallinity index (Cl), obtained by the ratio Agss/Ai1022, was related to the smectic

organization of the helices (Capron et al., 2007).
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X-ray diffraction (XRD) - The films were fixed with tape to a glass square and the diffractograms were
recorded on a Bruker D8, from 5° to 35° (268). The spectra were then corrected with a baseline for

presentation (fitted with 8 points).

Thermogravimetric analysis (TGA) - approximately 3 mg of each sample were analyzed on a TGA Q500 (TA
Instruments, New Castle, DE, United States) from 25 °C to 375 °C under nitrogen conditions. The
degradation onset was determined by finding the intersection of the slope with the linear part of the curve
by forecasting (made with Excel). The water content was estimated by the weight loss recorded at 150 °C
(end of the slope). The main peaks of the differential curves (DTGmax) Were also reported. The temperature
at 50 % weight loss (Twso) Was reported to be representative of the amylose content of starch samples

(Stawski, 2008).

6.2.5 Film conditioning

Chambers were equilibrated with different saturated salt solutions (200 mL) for 1 week and the films were
let to stand in the chambers for at least 3 days. The Nal was used for 40 %RH, NaBr for 60 %RH and NaCl

for 75 %RH. The films were weighed before and after conditioning to compare their water uptake.

6.2.6 Mechanical testing

The tensile strength (TS), elongation at break (E) and Young’s modulus (YM) were obtained from a
stress/strain curve recorded with a texture analyzer (MultiTest-I single-column force tester from
Mecmesin, United Kingdom) linked to a PC running the software Emperor Force. The films were cut in
probes of determined length and width: i.e. a tested area of 2 cm x 1 cm (1 cm x 1 cm when the TS was
too high). A tape was applied at the edges for better adhesion to the holding clamps. The TS (Pa, or N/m?)
was calculated using the maximum stress point of the stress-strain curve, as Fv (in N), divided by the cross-

sectional area, A (in m2) as in Eq. 6.1 (do Evangelho et al., 2019).

TS =M (Eq. 6.1)
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For a rectangular film, it is calculated as the height multiplied by the width. The elongation at break (EAB)
is the change in distance between the clamps, expressed in percentage, when the film shows failure, holes

oris ruptured (Eq. 6.2).
EAB = L;—Fx100 (Eq. 6.2)
1

Young’'s modulus (mN/mm?) was calculated from the slope of the initial linear portion of the stress-strain

curve (mN) and divided by the cross-section area of the probe (mm?2).

6.2.7 Formulations for tablet coatings and process parameters

Some of CM-starch derivatives previously tested under cast film form (Labelle et al., 2023) were selected
and formulated with two plasticizers (glycerol and sorbitol) to evaluate their potential as functional
coatings for tablets (Table 2). All formulations were prepared in water and the coatings were applied using
the same equipment: an OHara Labcoat with 30.5 cm (12 inches) pan and a Schlick S75 sprayer with 0.8
mm nozzle set at 12.7 cm of the tablets. In all runs, placebo core tablets of 325 mg and 10 mm diameter
were used with an initial 8 min warm-up at 59 °C, same temperature as inlet. Coated tablets were then

dried at 60 °C for 10 minutes.

Run #1: The formulation for coating consisted of CMHAS#3 at 3.5% w/w and sorbitol (30% of the polymer
weight: S30) which were suspended in distilled water and heated for at least 10 min or until the suspension
turned clear. The formulation had 4.5% solids and samples were taken at 3%, 4% and 4.5% weight gain

(WG) for further tests.

Run #2, #3 and #4 were all based on CMHAS#1. In run #2 the plasticizer was a combination of sorbitol and
glycerol (Table 6.2). The coating formulations were prepared in the same conditions and the process
parameters were similar except for run #2 which was carried-out at a pump speed of 6 mL/min instead of
10 mL/min. For run#4, a subcoat (3.5 % weight gain using Opadry 06M190002 clear at 10% concentration)
was applied prior to starting the coating with formulation CMHAS#1 and sorbitol. Three types of tablets
were used to test coating performances: tablets without logo, tablets with Colorcon logo on one side and
tablets with Colorcon name on one side. Samples were taken from 4 to 10% WG at each additional 1% WG

for evaluation of enteric behavior.
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Table 6.1 Coating compositions, process parameters and visual observations

Based
on Solids Spray Max.
Run Concentration K Viscosity Batch WG Observations Aspect of final
Name Sample polymer| inaq. R rate - .
# (g/L) . X (mPa.s) size K (% during coating tablets
weight | solution g/min w/w)
(%)
CMHAS#3 | CMHAS#3 35 100 . . . .
1 $30 Sorbitol 105 30 45% 1310 0.5kg 8 4.5% Tablets sticking Nice, tacky
CMHAS#1 35 100
2 CMHAS#L Glycerol 7.9 22.5 4.5% 0.5kg 6 5% Good Slight chipping
G23S8 . 170
Sorbitol 2.6 7.5
CMHAS#1 CMHAS#1 35 100 o o s .
3 $30 Sorbitol 105 30 45% 230 1kg 10 5% Some sticking Nice
Nice
4 CMHAS#1 CMHA-S#l 50 100 6.5% 366 kg 10 10% Subct?at Opadry homogeneous
S30 Sorbitol 15 30 applied priorly coating

6.2.8 Testing of gastro-resistance of the coated tablets

The simulated gastric fluid (SGF) was prepared as per USP, with a final pH of 1.2, without pepsin. The cast
films and the coated tablets were placed in 50mL caped tubes filled with SGF and fixed on a rotary agitator
at about 50 rpm. The tablets were observed, and the test was stopped when the medium became turbid
meaning that the coating was disrupted and the SGF possibly penetrated into the tablet. The tablets that
resisted 2 h in SGF were moved into tubes containing simulated intestinal fluid (SIF) and the time of coating
opening was recorded. All tests were done in triplicate. Selected dry coated tablets were analyzed by SEM
to assess the coating characteristics. To observe the coating homogeneity, the tablets were also immersed

in 40mL SGF containing 2mL of Lugol's reagent (10g Kl and 5g 12 in 100mL water).

6.2.9 Scanning electron microscopy (SEM)

The coated tablets (half cross-section cut) were fixed on a two-side sticker and micrographs were taken

using a Hitachi S-3400N type Il microscope (High Technologies America, Pleasanton, CA, USA).

6.3  Results and discussion

For this study, we were interested in finding the appropriate CMHAS derivative for an enteric coating
formulation and be able to apply a homogeneous coating on tablets. The choice of the CMS coating
materials was based on the behaviour of their cast films in simulated fluids. The two selected CMS
derivatives (CMHAS#1 and CMHAS#3) formed films that were not swelling due to the low degree of

substitution (DS 0.15). Swelling was observed above a DS of 0.3.
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It was of interest to follow the modifications of polysaccharidic chains induced by physical (gelatinization)
and by chemical processing. The iodine complexation capacity with starch derivatives allows to observe
changes in length of the chains/mass (Man et al., 2014). The height of the absorbance curves obtained for
the starch-iodine complexes prepared for this study (Fig. 1) have shown that the CMHAS#1, with 20 min
gelatinization in agueous NaOH, had similar amylose chain length as Hylon VII® and as the gelatinized HAS
(control). Differently, the CMHAS#3, with 1h gelatinization in aqueous NaOH prior to carboxymethylation,
showed half the iodine binding capacity. As explanation, the longer NaOH treatment may have affected
the length or damaged the chains. The extent of gelatinization has a certain impact on the solubility. It
may be due to disorganization or shortened chains. With our material, the presence of functional groups
will also hinder the reorganization of chains in helix form. It was reported that the presence of amylose
was increasing film cohesiveness. We focused on this aspect to produce strong films by using a high

amylose ratio and maintaining their integrity.

1.0 -
0.8 - (1)- - Hylon v ®
(2)— HAS gelatinized 20 min
2 (3)— CMHAS#1
< 0.6 - (4)— CMHAS#3
é *\\(5)— Vivastar ®
£
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<
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Figure 6.1 Blue value test - absorbance of the starch derivative iodine complexes in aqueous

solutions.

6.3.1 Starch organization in cast films

Effect of the plasticizer reflected on FTIR and X-ray spectra - The more marked changes were at the 1044
cm? band, suggesting that the plasticizers impacted the starch reorganization (Fig. 6.2A). From the
deconvoluted spectra (Fig. 6.2B, C), it can be seen that the addition of sorbitol has a low impact on the
starch structure (Fig. 6.2B) but glycerol, at a ratio of G20, induced a change (Fig. 6.2C) probably associated

to a faster retrogradation, more evident at G40.
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The order ratio (1044/1022) was lower in the presence of glycerol, suggesting a more amorphous
organization (Table 6.3). The amount of crystallinity (AOC) and the crystallinity index (Cl), which latter can

be related to the crystal size, were both lower for the films with glycerol (Table 6.3).
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Figure 6.2 FTIR spectra (A) and deconvolution for the range 1100-900 cm™ of cast films based on

CMHAS#1 plasticized with (B) Glycerol (GO to G50) or (C) Sorbitol (SO to S50).
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X-ray diffraction (XRD). The films of starch derivative without plasticizers analyzed in a previous report
(Labelle et al., 2023) showed low crystallinity. When plasticizers were added, the organization was changed
and the morphology of the CMHAS#3 film containing G40 is shown in Fig. 6.S1A. While the V-type
intensities were decreased, the B-type peaks (related to amylopectin) were markedly increased. The
plasticizer created more freedom for the backbone of amylopectin to reorganize. The glycerol, being
smaller and more mobile, could form more hydrogen bonding with the starch chains, allowing them to

reorganize easily.

Table 6.2 FTIR structural parameters for the starch films with plasticizer
Plasticizer Order ratio Amount of crystallinity (AOC) | Crystallinity index (Cl)
Sorbitol % 1044/1022 1044/1035 995/1022
0 0.81 1.16 1.64
10 0.78 1.19 1.57
20 0.83 1.17 1.48
30 0.84 1.20 1.63
40 0.80 1.22 1.78
50 0.82 1.19 1.77
Glycerol % 1044/1022 1044/1035 995/1022
0 0.81 1.16 1.64
10 0.81 1.14 1.43
20 0.78 1.12 1.55
30 0.76 1.09 1.59
40 0.76 1.07 1.56
50 0.78 1.10 1.68

6.3.2 Water presence in CMHAS cast films

The water content of the cast films was already reported (Labelle et al., 2023). The change in weight after
conditioning was lower (8-9%) than for the corresponding powders (9-10%) due to a larger surface for
moisture absorption. The films represent polymeric networks stabilized by hydrogen bonds between
hydroxyl groups of starch chains, of the plasticizer and of the water. The plasticizers were both polyols
that could form multiple hydrogen bonds with the starch, and thus hindering the accessibility of water

molecules to polysaccharides chains.

From TGA and DTG analysis it was possible to separate the process of dehydration of films of CMHAS#3
from that of their degradation (Fig. 6.51B and Table 6.51). The films with G20 were more stable to thermal

118



degradation than the films with G40. Differently, with S40, the degradation temperature was the same as

without plasticizer, meaning that films with sorbitol at high concentrations can be thermally stable.

These findings could be related to the mobility of the plasticizers having an impact on the reorganization
of polymer chains and on their mechanical properties. Lycoat®, a hydroxypropylated starch, was reported
in literature as starch modified with alkyl groups. It shows an increase in the degradation temperature and

of the DTGmax related to acetylation and hydroxypropylation (Liu et al., 2013).

For the current study, as shown by the TGA, the film with 40 % sorbitol had the same water content (8-
9 %) as the other films without plasticizer. The final weight was related to the plasticizer content. The

formulation with S40 was very stable and had a markedly different behavior compared to that with G40.

Moisture absorption in films with plasticizer - At 40 % and 60 % RH, the water content of the films with
plasticizers was close to that of the films without plasticizers (Table 6.51 and Fig. 6.51B). These data fit well
with previous reports showing low effects below 20 % plasticizer (Godbillot et al., 2006). The difference
between 60 % and 75 % RH was remarkable, suggesting that in presence of plasticizer, the RH has a great

impact on the starch structural organization.

Less impact was found between 40 and 60%RH. This may be because the plasticizers are more soluble than
the HAS derivatives. With 20% or less plasticizer, the hydrophilicity did not increase; the starch water
content was about the same up until 60% RH. It seems that these HAS derivatives have low hydrophilicity.
At low relative moisture (RH), the water vapor does not prefer to bind with starch and its water content

does not increase.

At 40% plasticizer, the water content increased, even at low RH. This may be due to the plasticizers

preventing starch-starch interactions and exposing their own hydroxyl sites available for moisture binding.

6.3.3 Rheological studies

The mechanical properties of the films were compared at different RH values and plasticizer contents (Fig.
6.52). Generally, the plasticizers are added to enhance the mechanical strength of the polymers. They have
also an important contribution to reduce the rigidity of the films by weakening the intermolecular forces

and the interactions between polymeric chains, and improving thus the coalescence properties (Ahmed et
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al., 2020). Films obtained using G20, G40, S20 and S40 were flat and more flexible than those without
plasticizer. It was found that the plasticizers-moisture relationship had an important impact on the

mechanical properties of the films, also affecting their drying speed.

Elongation at break (EAB) When glycerol content was increased to 40 %, the EAB increased a little for
CMHAS#1 and CMHAS#3 (30-54 %) and more for CMCS (90 %) and for CMHAS-CL (200%). Formulations
with G20 and S20 showed negligible changes in EAB, whereas for those with G40 or S40, the EAB values

were high, close to those reported for starch films with G50 (124 %) (Luchese et al., 2017).

Young’s modulus (YM) is related to the rigidity of the films. The higher the value, the stiffer the film. Our
values ranged between 0.25 (40 % glycerol, 75 % RH) and 48 MPa (0 % glycerol, 40 % RH) being close to
YM values between 12-48 MPa in literature (Luchese et al., 2017).

There were no clear differences between CMHAS#1 and CMHAS#3, in terms of TS values for all plasticizer
concentrations, but TS was higher for the cross-linked CMHAS-CL10 material. At 0 % and 40 % plasticizer,
moisture had little effect on the film properties. At 20 % plasticizer, a marked change occurred with
increasing of the RH that was not observed at 0 or 40 % plasticizer meaning that the mechanical properties
of the G20 formulation are more dependent on the RH. At 40 % plasticizer, a distinct effect was observed
for films that were more amorphous conducting to a higher EAB, whereas TS and YM were lower. For most

samples, the water uptake was doubled from 0 % to 40 % plasticizer.

Sorbitol seems less affected by the moisture and was selected for further coating runs, even though

glycerol is a better plasticizer than sorbitol for increasing EAB.

6.3.4 Coating formulations and process

The preliminary initial formulations were designed considering the ingredients and proportions currently
used in some commercial coating products and contained a plasticizer (triethylcitrate, TEC), an opacifier
(TiO,) and an anti tacking agent (talc). The aim was to evaluate the behavior of CM-starch derivatives in
comparison with similar aqueous coating material already commercially available. CMHAS-CL and CMCS
exhibited good elasticity in cast films and they were considered for the preliminary trials (data not shown).
Due to sticking observed on the back of coating pan, the edge erosion, logo bridging (the coating peeling

away from the logo making it less visible) and peeling of the coating, this approach was not continued.
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Therefore, the following formulations consisted only in CM-starch derivatives and plasticizers aiming to

evaluate coating performance in terms of processing and gastro-resistance.

When CMHAS#3 was associated with sorbitol (530), an important sticking was observed on the wall of the
pan and the process was stopped at about 4.5 % weight gain (Table 6.2 and Fig 6.3, run #1). Coated tablets
were tested in SGF, and the films resisted between 30 min and 1 h. The CMHAS#1 with a combination of

plasticizers (G+S) led to a smoother film coating (Fig. 6.3C, Run #3).

A 0 By

Run #1 - 4.5% weight gain Run #2 - 5% weight gain
CMHAS#3 S30 CMHAS#1 S30

Run #3 - 5% weight gain
CMHAS#1 G23 S8

D Run #4 - 10% weight gain -
CMHAS#1 S30

Figure 6.3 Aspect of coated tablets from runs #1-4 (A-D).

Core and coated tablets have been analyzed by SEM (Fig. 6.4). Tablets obtained with CMHAS#3 at a 4.5%
WG (run#3) had a coating evaluated at 36 + 4 um thickness whereas those set at a weight gain of 10 %
(run#4) presented, as expected, a thicker coating of 55 + 8 um. The subcoat was thin (27 £ 2 um) and made

of cellulose derivatives, the same as the core.

Hence, it appears hardly visible under the CMHAS coating. Differently, the micrographs of CMHAS,
containing sodium ions, were contrasted, showing structural differences between the granulous core and

the denser and more homogeneous coating phases.

Two other runs were performed with the same formulations CMHAS#1-S30 (CMHAS#1 76%: sorbitol 23%)

using the same coating parameters and the same batch size (1 kg.) The run #2 at WG 5% generated nice,

121



coated tablets that have shown good performance when tested for enteric properties. It was found that
60% of tablets resisted for 2 h in SGF and opened after 15 min after being moved in SIF. The other 40%

kept the film resistance in acidic medium for 1h30min (Table 6.4).

Section, X500 Section, X100
|_1mum_q [
Surface
Core
Core
Run #3
Coatin
CMHA_S#3 Coating £
With sorbitol, : ’ ‘
4.5%WG > - Core

(no subcoat) TP

® g :
Opac.iry subcoat Coafinga, -~ T
(prior to run#4) /oo SSESCTCH (Ship

Run #4 Szl

CMHAS##1 . Coating ™
With Sorbitol : Chre
10% WG
And Opadry®
subcoat
Mode COMP Mode TOPO
Figure 6.4 Micrographs of the core and various coatings for runs 1 and 4, cross-section : Mode

COMP, based on atomic mass (left, magnification x500) and Mode TOPO, based on topography (right,
maghnification x100).
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Considering that the latter coating formulation generated tablets with good aspect, the next objective was

to evaluate and to improve gastro-resistance. When the same formulation (Run#4 in Table 6.2) was applied

on the tablets first coated with passive subcoating (Opadry®), no sticking or edge peeling were observed

during the coating process and a satisfactory film coating was obtained (Fig. 6.3). Starting with 7 % WG,

the tablets having a logo resisted in SGF for 1h30min -1h45min while at 9 % - 10 % WG, tablets with an

engraved mark or plain surface remained unchanged for more than 2h in SGF (Fig. 6.5).

Table 6.3 Disintegration time of the coated tablets in simulated gastric fluid (SGF)
Run Coating composition WG Disintegration time in SGF
1 CMHAS#3 (3.5%), S30 4.5% 30min - 1h15 in SGF
40% Tablets resisted 1h30 in SGF
2 CMHAS#1 (3.5%), S30 5.0% 60% Tablets resisted 2h in SGF followed by 15min
in SIF
All tablets cracked after 9min.
3 CMHAS#1 (3.5%), G20S10 5.0% ) o
All dissolved after 23min in SGF.
Core with Opadry® subcoat. Completely dissolved in 20min.
-109
4 Coated with CMHAS#1 (5%), 530 | 8219% | Taplets resisted 1h45-2h30 in SGF (Fig. 6)
160 -
= 140 -
E
w 120 4
Q
(7]
£ 100 H
)]
£ 20 - = Engraved Logo
c
2 60 5 u Engravecl Label
g g " Plain
3 404 o 2o
= c &
a8 204 %
0 -
0 7 8 9 10
Coating / Weight gain (%)
(CMHAS#1 530)
Figure 6.5 Disintegration times in simulated gastric fluid (SGF, pH 1.2) of the uncoated and coated

tablets of run#4 in relation to the absence or presence of a logo or of writings on the tablets.
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The coating was disrupted after 2h in SGF followed by 45 min in SIF, when tablets were hydrated and
completely disintegrated. For the CMHAS#1 coatings (runs #2-4), the coating was recuperated at the end
of the testing in SGF and SIF as a transparent membrane (Fig. 6.6F). For coated tablets with logo at a WG
of 7 %, the gastro-resistance was around 90 min whereas a required time of 2 h (recommended by
regulatory organizations) was reached for tablets having one side with engraved mark or logo. Uncoated
placebo cores used for all trials were completely disintegrated in SGF after 5 min when tested in the same

conditions (Fig. 6.5).

i

Core with
subcoat in
SGF 20min

Core in simulated
gastric fluid (SGF)
15min (dissolved)

15min in SGF
containing Lugol’s
solution

2h in SGF

Figure 6.6 Uncoated tablets (Cores) after immersion for 15min in SGF (A); Cores coated with
subcoat only after immersion in SGF (B); Coated tablets (CMHAS#1 S30, 10%WG, run #4) after immersion
in SGF containing Lugol solution (C). Coated tablets (CMHAS#1 S30, 10%WG, run #4) after immersion for
2h in SGF (D) and the remaining shell (E);

An important aspect to evaluate was the integrity of the CM-Starch film as coating material in SGF. It was
previously shown that CM-Starch maintains the V-structure able to retain iodine (l,) forming inclusion

(clathrate) compounds (Friciu et al., 2013). This is why we have immersed tablets coated with CMHAS#1
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in SGF containing iodine (Lugol reagent). It appeared that the iodine-stained coating was homogenous
proving the integrity of the coating material, even for tablets carrying logo or engraved label well visible
(Fig. 6A). Furthermore, it was found that cross-sectioned core tablets were dry in the center, suggesting
that the CM-Starch coating was able to afford gastric protection of coated tablets. Also, it appeared that

the iodine-dying can be a good method to evaluate the integrity of starch-based coating materials.

As far as protection against stomach acidity, it was previously showed that in SGF, monolithic tablets based
on CM-Starch afford a good gastro-resistance due to the protonation of carboxylic groups that generates
compacts outer layers and prevents acidic fluid entering the tablets. When protonated (acidic pH), the
carboxylic acid can form dimers and is less soluble. When ionized (neutral or basic pH), the carboxylate is

formed and the solubility increases.

6.3.5 Efficiency of plasticizers

Comparison of glycerol with sorbitol - Densities of starch filmogenic preparations with glycerol or sorbitol
were similar (Miller et al., 2008a), meaning that they may induce the same organization, distancing
similarly the chains and being involved in forming hydrogen bridges. This may impact the EAB since the
chains could unwind and extend and thus play a role in hydration of films increasing the moisture retention.
The slightly lower performance of glycerol compared to sorbitol at high RH may be caused by phase
separation, since glycerol is more hygroscopic (Miller et al., 2008a). At lower RH, with only a limited water
content present in the films, the phase separation could not occur. It was reported that at above 58 %RH
and 17 % glycerol (based on starch weight), phase separation began (Godbillot et al., 2006). It was also
found that the minimal water content in starch films with 10-20 % plasticizer was reached at 60 %RH
(Lourdin et al., 1997). This could explain the lower elongation of cast CMHAS films at high RH. From this
perspective, it can be concluded that plasticizer type and its concentration could reduce the tensile

strength of the films by reducing the interactions between starch chains.

Impact of plasticizers on starch reorganization and pH-dependency of cast films

The XRD, TGA and FTIR showed some difference between the film made of CMHAS#1-G40 and the other
films. By XRD, the crystallinity of the plasticizer-free film of CMHAS#3 was found lower than that of films
containing 40 % glycerol. With a smaller size, glycerol can act as a lubricant, enhancing the flexibility of

chains and allowing them to become closer each other (during the evaporation process) thus favoring
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hydrogen bonding. This explains a higher stability and crystallinity, which were not desired. For coating
purpose, we thought of minimizing the reorganization to reduce the risk of film cracking. Glycerol seemed
to increase crystallinity and hence was discarded. This is not the case of sorbitol with a larger molecule
size, hindering the hydrogen association between chains (plenty of hydroxyl groups able to generate H-
associations). H-bond hindering was wanted, to minimize reorganization (retrogradation), and the risk of

defects on the coatings.

Impact of plasticizers and coating parameters on the coatings

When triethylcitrate was used at 8% (and with talc), the coatings based on CMHAS-CL10 and CMCS peeled
and didn't adhere to the core (data not reported). With CMHAS#3 (obtained after a longer gelatinization
time in NaOH during the modification) and with sorbitol (trial #2) at a weight gain of 4.5%, the films
adhered on the tablets but were not homogeneous, resulting in a rapid disintegration time in SGF (starting

at 30 min).

When triethylcitrate was used at 8% of dry weight (and with talc), the coatings based on CMHAS-CL10 and
CMCS peeled and didn't adhere to the core (data not reported). With CMHAS#3 (obtained after a longer
gelatinization time in NaOH during the modification) and with sorbitol (run #2) at a weight gain of 4.5%,
the films adhered to the tablets but were not homogeneous, resulting in a rapid disintegration time in SGF

(starting at 30 min).

In a previous work, it was shown that CMHAS#1 (with a shorter gelatinization time in NaOH prior to the
chemical modification), retained a partial crystallinity (Labelle et al., 2023). The coatings based on
CMHAS#1 were more homogeneous (run#2-4). A mix of glycerol and sorbitol was used to increase the

flexibility of the films and thus the homogeneity (Run#2), but the coatings were still showing defects.

Using only sorbitol and batch size increased to 1 kg (run#3), a nice coating was obtained, but the

disintegration time in SGF was around 105 min, suggesting the need of an increase of the weight gain.

To minimize chipping, a subcoat of Opadry® was applied. Opadry® subcoating and modified starches can
absorb moisture, that may accumulate in little bubbles between the coating and the core surface. At
embossed locations as a relief logo, due to the contraction of the coating during drying, the risk of minor

defects is higher. Indeed, the coatings with filmogenic 4.5% CM-starch applied on cores with logos failed
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at the location of the logos whereas the coatings on other tablet-cores were fractured more on the edges.
When the concentration in solids in the filmogenic solution was increased from 4.5% to 6.5% and the final

weight gain was increased to 10%, most of the coated tablets resisted at least 2h in SGF.

6.4 Conclusions

To the best of our knowledge, this study was the first showing the use of CM-Starch derivatives as
functional coatings and the CM-Starch film exhibited a good gastro-resistance of 2h in SGF. Then, in SIF,
this responsive and enzyme-sensitive (alpha-amylase) coating was broken, releasing the core-tablet.
Worth mentioning, the described CM-Starch coatings didn't require the addition of another polymer (e.g.
ethylcellulose) to promote disintegration in SIF and its mechanism is based on protonation/deprotonation

switch depending on acidic or neutral pH.

We easily processed in aqueous phase appreciable lab-size batches with simple equipment (a benchtop
stirrer head with a Jiffy® stirrer shaft). Modification of starch in agueous solution is an advantage
compared to most starch modifications that are made in organic solvents. The carboxymethylation using
sodium monochloroacetate (SMCA) is mainly operated in organic solvent, as for the commercial product
Vivastar®, a carboxymethyl potato starch derivative used as tablet superdisintegrant (also called sodium
starch glycolate, SSG) and produced at large scale. The carboxymethylation process appears easy to

operate in aqueous solutions and the scalability feasible.

Our coating formulation is water-based and safe, advantageous over cellulose acetate phthalate. It is from
natural source, an advantage over Eudragit®. Compared to other HAS-based coatings, it was not necessary
to use another polymer to adjust the delivery time. We can define our coating as a functional pH-
dependent coating, obtained from natural source, by an aqueous procedure. The pH-dependency and

susceptible to a-amylase in combination of other features make this a unique material.

Another important feature of the proposed CM-starch coating is coming from the aqueous process of HAS
modification resulting in a special organization of the starch chains. The high amylose to amylopectin ratio
contributes to reduce the film solubility and increased its strength, which are key functionalities for enteric
tablet coatings. It is also noteworthy that modified HAS have lower viscosities than potato and corn starch,
allowing an easier casting of films and coating application. The gelatinization time of HAS (first step

allowing starch physical modifications) had an important impact on the polymer solubility and preparation
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of homogeneous filmogenic solutions. Additional characteristics were acquired by wise usage of
plasticizers considering that the glycerol and sorbitol had different effects on the physical and mechanical
properties of the films. With glycerol, due to its hygroscopic features, the films may become sticky. Sorbitol
was the preferred plasticizer for the coating due to its less moisture absorbance and the films dried faster
than those with glycerol. More studies are required to evaluate other aspects of films based on CM-starch

derivatives and promote them for applications in pharmaceutical industry.
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Figure 6.S1: Analysis of cast films: (A) diffractograms of the CMHAS#3 film without or with 40 % glycerol
and (B) thermograms of CMHAS#3 films with 0, 20 or 40% glycerol or sorbitol.
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Table 6.51 - Analysis of the films using TGA.

starch films Water | Wrinal | Onset | DTG peak | DTG shoulder

(%) | (%) | (°C) (°) (°C)

294.0

CMHAS#3 8.3 | 415 |286.0| 310.3 275.6
CMHAS-CL10 7.9 |42.2]2869| 308.0 -

cMCs 8.7 |39.8 286.5| 311.3 292.6

Addition of plasticizer

294.0

CMHAS#3 8.3 | 415 |286.0| 310.3 275.6
CMHAS#3-G20 5.7 | 34.7 | 275.5| 308.8 -

279.2

CMHAS#3-G40 6.5 | 30.4 164.9 308.4 193.7

CMHAS#3-S20 54 |34.4]281.0| 307.9 258.0
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Figure 6.52 — Mechanical parameters of the conditioned films, extracted from the stress-strain curves at
different relative moisture and plasticizer content: A- elongation at break (E); B- tensile
strength (TS); C- Young’s modulus (YM).
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CHAPITRE 7

DISCUSSION GENERALE

Différents amidons modifiés ont été synthétisés et comparés sous des formes de poudres, comprimés,

films et enrobages.

7.1  Modification de I'amidon
7.1.1 Parameétres et rendements de carboxyméthylation

Le degré de substitution (DS) est défini comme le nombre de groupement carboxyméthyle par unité de
glucose (maximum 3). Afin de comprendre les parametres influencant le DS, diverses synthéses sont
résumées au tableau 7.1. Des DS allant jusqu’a 0.34 ont donc été obtenus en phase aqueuse, malgré que
certains auteurs ont récemment rapporté une limite de DS 0.07 en phase aqueuse (Pooresmaeil et Namazi,
2021). Le produit synthétisé CMHAS#2 avait un DS de 0.34, presque le méme que Vivastar® avec 0.39

(modification en phase organique).

7.1.2 Comparaison des méthodes pour I'ajout du réactif SMCA pour la carboxyméthylation

Les méthodes d’ajout du réactif monochloroacétate de sodium (SMCA) (ou I'acide monochloroacétique
AMCA) semblaient varier dans la littérature. Les publications du tableau 7.1 ont toutes utilisé le réactif
dissout. Les DS, les méthodes de protonation, de titration et de lavage ainsi que les temps de dissolution
des comprimés semblaient aussi varier. Le SMCA serait réactif avec |'eau. Différents parametres pourraient

influencer le rendement comme la dissolution du réactif et la vitesse d'ajout du réactif.

Les synthéses organiques trouvées utilisaient le SMCA en poudre : (Heinze et al., 1999; Kittipongpatana et
Kittipongpatana, 2015; Lawal et al., 2007; Lawal et al., 2008; Lawal et al., 2009; Lemieux et al., 2009;
Sangseethong et al., 2005; Titing et al., 2004; Wang et al., 2010; Wilpiszewska et al., 2015). Plus de 25
publications de synthéses organiques ont été facilement trouvées. Les DS, en moyenne, étaient entre 0.3-

0.6 mais pouvant aller facilement jusqu’a 1, atteignant des rendements pres de 100%.
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Tableau 7.1  Résumé de la protonation et de la détermination du DS de plusieurs CMARA fabriqués a
I'UQAM

Synthéses aqueuses Amidon : Eau : Ratio Ajout du Protoné/Lavé DS (titration) Rende- Appli-

NaOH réactif/AGU réactif ments cation
(mol/mol) (%)

Réactif ajouté dilué

(Mulhbacher et al., 1:59:0.9 0.2,1.9(A) Aq Non /- 0.12,0.72 (D) 60, 38 Pharm.

2001)

(Calinescu et al., 1:59:3.6 0.1,1.3,1.9(A) Aq Oui/pH 7 (eau) | 0.02,0.11,0.22 | 20,8, 11 Pharm.

2005) (D)

(Calinescu et al., 1:59:2.3 1.3 (A) Aq Oui / Eau 0.3 23 Pharm.

2007)

(Massicotte et al., 1:51:2.1 1.0 (A) Aq Oui / Eau 0.15 15 Pharm.

2008)

(Lemieux et al., 2010) 1:59:0.9 0.2-1.4 (A) Aq Oui / Acétone 0.03-0.25 (B) 15, 18 Pharm.

(Assaad et al., 2011) 1:65:2.4 1.3 (A) Aq n.d. 0.14 11 Pharm.

(Calinescu et al, 1:59:2.3 1.3 (A) Aq Lav. répétés 0.126 (D) 10 Pharm.

2012)

(Friciu et al., 2013) 1:59:0.9 0.9(S) Aq n.d. 0.17 19 Pharm.

(Blemur et al., 2016) 1:60:2.3 0.6 (S) Aq Oui /15 uS 0.2 (B) 33 Pharm.

(Le Tien et Mateescu, 1:102:6.6 2.4 (S) Aq Oui / Lav. 0.2 (D) 8 Pharm.

2017) répétés

(Sakeer et al., 2018) 1:102:10 1.2 (S) Aq Non / 75 puS 0.04 (B) 0.03 Pharm.

Réactif ajouté en

poudre

(Assaad et Mateescu, 1:59:1.5 0.8-2.3(S) Poudre Oui /15 uS 0.07-0.20 (B) 9,9 Pharm

2010)

D = Titrage direct, B = Titrage inverse (Back titration), A = Acide monochloracétique, S = Sel de SMCA,
monochloracétate de sodium, AGU = unité anhydroglucose.

7.1.3 Impact des modifications sur la structure de I’ARA

L'impact de la méthode de séchage a été discuté au chapitre 2. Il a été vu au chapitre 5 que le temps de
gélatinisation et les conditions (en phase aqueuse neutre ou alcaline) avaient un impact sur la cristallinité.
La méthode de précipitation par solvant donne des particules sans forme particuliere. Tous les dérivés
synthétisés avaient une structure désordonnée au MEB, contrairement a Vivastar® qui était bien

granulaire.

Toutefois, le CMHAS#3, avec un temps de gélatinisation de 1h (dans du NaOH aqueux) avait encore de la
cristallinité résiduelle tandis que I'AECMHAS et le TMACMHAS-CL étaient complétement amorphes.

D’ailleurs les films correspondants étaient bien plats et flexibles sans plastifiants (mais pas élastiques).
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7.2  Les films d’amidon
7.2.1 Les films a 100 % de dérivés d'amidon

Les dérivés d’amidon synthétisés étaient visqueux en solution. Une concentration de 3.5 % a été utilisée
pour tous les dérivés synthétisés en vue d’obtenir des solutions filmogenes. Dans la littérature, la
concentration variait entre 1 % et 4 % pour les amidons non hydrolysés (Forssell et al., 2002; Mali et al.,
2006). Lorsque les solutions filmogénes ont été utilisées sans chauffage, seulement les matériaux

amorphes ont donné des films uniformes, plats et flexibles.

Les matériaux avec de la cristallinité résiduelle rétrogradent fortement et les films craquent. Ce qui signifie
gue méme pour I'ARA qui contient peu d'amylopectine, la présence de I'amylopectine demeure un facteur

déterminant influengant l'intégrité des films.

Les films obtenus de matériaux amorphes formaient un gel dans le SGF. La cristallinité résiduelle pourrait

donc étre un signe annongant une possible rétrogradation et une moindre solubilité.

Lorsque les solutions filmogénes ont été chauffées dans I’eau bouillante 30 min, les films étaient plus plats

et moins craqués. Bouillir 'ARA semble avoir eu un effet sur I'organisation de I'amylopectine.

Les films obtenus en utilisant des solutions qui ont nécessité du chauffage étaient insolubles et moins
flexibles. Le traitement hydrothermique a un effet sur I'amylopectine et prévient la rétrogradation mais

n‘augmente pas la solubilité du film.

Méme sans plastifiant, les propriétés filmogenes de I’ARA ont été améliorées par des diverses
modifications ioniques. L’ARA natif nécessite un traitement a I'autoclave pour gélatiniser car I'amylose est
moins soluble et la structure amorphe du grain est trés désordonnée mais trés dense. Contrairement a un
cristal d'amylopectine qui se désorganise rapidement, les hélices d'amylose agissent indépendamment et
sont incrustées dans les différentes couches du grain, empéchant la pénétration de I'eau. En comparaison
a I’ARA natif, les dérivés d’ARA nécessitaient seulement un chauffage léger, comme quoi la présence des

groupes CM augmente la solubilité, méme a un faible DS (e.g. 0.15).

Les films d’amidon de mais modifié s’hydrataient plus que ceux d’ARA modifié. Cela est dl au pourcentage

d'amylopectine qui est plus grand dans I'amidon de mais. L'amylopectine avec ses chalnes terminales
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courtes (et doubles hélices), s'hydrate plus facilement, tandis que I'amylose forme des hélices simples qui

sont moins hydrophiles.

Les films d’amidon de pomme de terre modifié étaient dissouts instantanément. L'amidon de pomme de
terre posseéde des cristaux de type B, beaucoup d'amylopectine et plus d'eau que les autres amidons.
Toutefois, les solutions filmogenes d’amidon de pomme de terre étaient trop visqueuses. C'est parce que
les amylopectines des amidons types B ont des chaines intermédiaires plus longues (Bertoft et al., 2008)
et que les grains d'amidon de pomme de terre sont tres gros, ils ont donc plus de chaines et une plus

grande masse moléculaire (Tester et al., 2004).

Le ratio amylose/amylopectine et le type d'amidon (mais, pomme de terre, ARA) ont donc eu un impact

important sur le procédé de formation des films (viscosité) et sur les propriétés finales des films (solubilité).

7.2.2 Les films d’amidon avec plastifiant

En présence de plastifiant, la flexibilité des films variait avec I’"humidité au laboratoire. lls ont donc été
conditionnés a différents taux d’humidité controlés pour comparer leurs propriétés mécaniques. Les films
a0%, 20 % et 40 % de plastifiant (glycérol) ont été équilibrés a 40 %, 60 % et 75 % d’humidité relative (HR).

Ils ont été pesés avant le conditionnement et a la fin, pour ensuite faire les tests mécaniques (tableau 7.2).

En présence de plastifiant, les films étaient trés plats et lisses, sans craque, méme sans chauffage de la
solution filmogene. Le chauffage de la solution filmogene a donné des films plus lisses et homogénes. La
DRX des films a montré que le glycérol accélérait la formation de cristaux, conformément a la littérature

(Mali et al., 2002).

Les plastifiants, a des concentrations de 20 % et 40 % en poids de I'amidon, n’ont pas augmenté la solubilité
des films d’ARA modifié. Cependant, ils ont augmenté la solubilité des films d’amidon de mais modifié. En
fait, ils ont probablement plutét créé des pores dans les films mais ces pores ont eu un impact plus
important sur I'amylopectine. Cela concorde avec les observations de la littérature comme quoi les
plastifiants augmentent la PVE et que certains auteurs ont observé une baisse de solubilité (Miiller et al.,

2008b) et d’autres une augmentation (Lépez et Garcia, 2012).
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7.2.3  Enrobage des comprimés

7.2.3.1 Application de I'enrobage d'amidon (sans plastifiant) sur des comprimés monolithiques faits a
'UQAM

Dans un essai préliminaire, des noyaux a désintégration lente ont été utilisés pour permettre d'appliquer
la solution d'enrobage sans endommager le comprimé. Des comprimés monolithiques a faible solubilité
ont été produits par compression directe (presse Carver, 2 tonnes) en utilisant
I’hydroxypropylméthylcellulose (HPMC) de grade K100M avec 60 % d’acétaminophéne. La HPMC de grade
K100M est trés visqueuse et a une haute masse moléculaire (100 000 g/mol), elle se dissout plus lentement
que les autres grades de HPMC. Les enrobages adhéraient bien aux comprimés et s’appliquaient
facilement. Quelques matériaux ont été comparés comme enrobages sur ces noyaux a dissolution lente

(fig. 7.1).
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Figure 7.1 Libération d’acétaminophéne des comprimés monolithiques enrobés au laboratoire a

'UQAM. Les fluides simulés ne contenaient pas d’enzyme. CMAM: carboxyméthyl amidon de mais.
CMHAS-CL #2: carboxyméthyl-ARA réticulé.

Les enrobages ont été appliqués généreusement pour assurer une uniformité. Les gains de poids apres
enrobage étaient trés grands avec cette méthode manuelle. La vitesse de libération d’acétaminophene
était moyenne pour le noyau sans enrobage et plus lente avec les enrobages. Un noyau a dissolution rapide

était nécessaire pour obtenir des résultats plus significatifs, ainsi qu’un appareil a enrobage.
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L’acétaminophéene a été détecté dés la premiere heure dans SGF. Le noyau seul libérait 30 % environ dans
SGF, suivi par I'enrobage Lycoat® a 15 % en gain de poids. L'enrobage fait de carboxyméthyl amidon de
mais a 4 % de gain de poids a laissé diffuser 10 % de I'agent actif et a 33 % de gain de poids, moins de 5 %
ont diffusé. L'enrobage a 33 % de gain de poids de CMARA réticulé (CMARA-CL10#2) a laissé diffuser moins
de 1 % d’acétaminopheéne apres 1 h en SGF. L'application d’un scellant sera nécessaire pour limiter la

diffusion du médicament dans la solution filmogene pendant I’'enrobage.

Toutefois, la détection des imperfections était difficile car l'infiltration n'avait pas un impact rapidement
visible sur le comprimé. Pour cette raison, des comprimés monolithiques a désintégration rapide ont été

formulés.

7.2.3.2 Conception d’un noyau a désintégration rapide contenant un traceur pour suivre |'efficacité
des enrobages plus facilement et rapidement

Le lactose est trés soluble et est utilisé comme remplissage. La cellulose micro cristalline (MCC) est aussi
utilisée comme remplissage. Non modifiée, la MCC ne se solubilise pas. Cristalline, elle crée des pores dans
la matrice monolithique et s’érode rapidement. A cause des modifications, la cellulose HPMC est plus
hydrophile et amorphe que la MCC. La HPMC forme des matrices solides. La HPMC de grade K100M a été
utilisée pour former des comprimés se présentant comme des noyaux monolithiques durs. Les
concentrations de ces ingrédients ont été ajustées jusqu’a I'obtention d’'un comprimé non-friable avec un

temps de dissolution rapide (tableau 7.2).

Toutefois, la solubilité des noyaux était telle qu’ils absorbaient I'humidité de la solution filmogéne,
gonflaient et s’érodaient. En industrie, ce phénomeéne est contré par l'utilisation d'une sous-couche
d'enrobage (scellant): il permet de protéger le noyau et limiter la diffusion de |'actif. Cette sous-couche
devrait étre d'un matériau compatible avec celui de la matrice et de I'enrobage principal pour une bonne

adhésion.

La formulation #11 (tableau 7.2) a été sélectionnée pour 'application d’un scellant. Une seule application
fut nécessaire (trempage). lls ont donc été d'abord trempés dans une solution a 2% d'HPMC K100 et séchés
avant d'appliquer la solution filmogéne d'amidon. De beaux enrobages ont été obtenus de cette facon.
Toutefois, en laboratoire, la précision de I'enrobage est faible et une grande quantité d'enrobage doit étre
déposée, rendant le test subséquent peu représentatif. |l était donc nécessaire de faire des tests en

industrie.
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Tableau 7.2  Formulation d’un noyau monolithique a désintégration rapide

Formulations Temps de
désintégration

1) Lactose 2 min

2) Kollidon VA 64! 1h

3) Placebo Colorcon? 5 min

4) CMC + 60 % acétaminophene >24 h

5) CMC + 80 % acétaminopheéne friable

6) HPMC K100 + 60 % acétaminophéne >24h

7) 25 % CMC + 15 % Lactose + 60 % acétaminophene >24 h

8) 40 % K100 + 60 % acétaminophéne >24 h

9) 25 % K100 + 15 % lactose + 60 % acétaminophéne > 30 min

10) 15 % K100 + 25 % lactose + 60 % acétaminophéne > 30 min

11) 10 % K100 + 15 % MCC + 15 % lactose + 60 % acétaminophene | 15 min

1. vinyl pyrrolidone — vinyl acetate (copolymére de ratio 6:4). 2: lactose, Starch1500® et MCC (ratios

inconnus).

7.2.4  Essais avec de I'équipement industriel

Des essais d'enrobage ont été effectués chez Colorcon (Montréal). Les deux premiers essais ont été
formulés en dispersant a haute vitesse les poudres de dérivés d'amidon. Les enrobages résultants n'ont
pas adhéré a la surface. La solubilisation sans chauffage aurait probablement laissé beaucoup de
cristallinité. De plus, le talc a été utilisé, ainsi que le triéthylcitrate, un plastifiant lipophile, lesquels ont

probablement nuit a la formation d’un film homogeéne.

Pour les essais 3 a 6, le carboxyméthylamidon a été gélatinisé préalablement au laboratoire a 'UQAM,
dans un bain marie et les enrobages résultants ont bien adhéré. Les enrobages a base de CMARA gélatinisé
1h dans NaOH (CMHAS#3, essais #3) n'ont pas offert une bonne protection contre le fluide gastrique
simulé (SGF). Le CMARA gélatinisé 20 min seulement a formé des enrobages plus homogénes et une partie
des comprimés enrobés ont résisté 2h dans le SGF. Cela propose que la présence de cristallinité résiduelle

est souhaitable, ou peut-étre que la gélatinisation 1h dans NaOH aqueux abime les chaines.

L'essai #5 était avec du glycérol pour augmenter la flexibilité des enrobages mais cela n'a pas empéché les
comprimés de s'abimer en utilisant 500 g de comprimé dans le tambour. Le glycérol est plus hydrophile et

les films contenant du glycérol sechent moins vite, ce qui pourrait expliquer les enrobages abimés.
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Finalement, pour le 6™ essai sur 1 kg de noyaux, la concentration de solide de la solution filmogéne a été
augmentée de 4.5% a 6.5% et le gain de poids doublé de 5 % a 10 %. Les comprimés enrobés ont bien
résisté 2 h dans le SGF. La quantité de noyau dans le tambour semble donc un parameétre essentiel pour

obtenir des enrobages fonctionnels.

7.3 Evaluation du DS par FTIR

La détermination du degré de substitution (DS) est une étape nécessaire, longue et qui génere une perte
de produit. Une méthode simple a été mise sur pied en utilisant des matériaux dont le DS était connu. Le
manuscrit d'article est présenté a I'annexe B. L'utilisation d'une bande de référence permet de limiter
I'impact des changements d'intensité reliés a la taille des particules ou a I'appareillage. Différentes bandes
de références ont été comparées et le meilleur ratio a été utilisé pour évaluer le DS des amidons
ampholytiques (R?>0.99). Il a aussi été nécessaire de déterminer une méthode d'application de la ligne de

base.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le but de la recherche était d’étudier différents CMHAS comme matériaux d’enrobages entériques pour
des comprimés a libération ciblée a l'intestin gréle ou différents segments incluant le célon. Le projet
consistait a opérer différentes modifications d’amidon en synthése aqueuse. Les modifications utilisées
ont été les mémes que celles rapportées par le Laboratoire UQAM (Benyerbah et al., 2019; Massicotte et

al., 2008; Mulhbacher et al., 2001; Sakeer et al., 2018).

La problématique - Les enrobages entériques sur le marché sont synthétiques. Les amidons courants (mais,
pomme de terre) gélatinisent facilement et donnent des films solubles. Précédemment, des études ont
utilisé I’ARA pour former des enrobages ciblant les intestins ou le colon. Toutefois, I’ARA rétrograde et
nécessite un traitement intense a I'autoclave, ce qui est difficile a opérer et peut avoir un impact sur les

chaines d’amidon.

Des problématiques secondaires ont été rencontrées; un DS trop haut donnait des films fragiles. Il fallait
trouver les parameétres nécessaires pour que les solutions filmogenes forment des films appréciables. Les
caractéristiques des films étaient dépendantes de I'"humidité, les enrobages ne pouvaient pas étre bien
appliqués au laboratoire et certains excipients courants pour I'enrobage n’étaient pas compatibles avec

I'amidon.

Les enrobages s’appliquaient bien sur des comprimés monolithiques a faible solubilité mais le test de
libération du médicament était peu représentatif. |l était nécessaire d’utiliser une enrobeuse a comprimé

pour obtenir des enrobages homogenes et des résultats représentatifs.

Les objectifs fixés étaient : 1) synthétiser différent dérivés carboxyméthylés, étudier les caractéristiques

des films et les appliquer comme enrobage, puis 2) comparer le comportement des comprimés et des films.

Les méthodes utilisées - La modification en phase aqueuse a permis d'obtenir des excipients aux
propriétés particulieres par une méthode sécuritaire. La gélatinisation avec NaOH aqueux est essentielle
pour I'ARA, qui ne gélatinise pas dans I'eau (sauf a I'autoclave). La carboxyméthylation en phase aqueuse
donne un moins bon rendement qu'en phase organique mais des DS jusqu'a 0.34 ont été obtenus. La

possibilité d'obtenir des DS moyens en phase aqueuse était sous-estimée dans la littérature.
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Le coulage des films est une méthode accessible mais peu rentable en industrie. Il est toujours possible
d'effectuer les recherches initiales sur des films obtenus par coulage pour ensuite faire une mise a niveau
vers un procédé plus efficace comme le pressage a chaud, I'extrusion ou le coulage sur ruban. Néanmoins,

les films obtenus par coulage étaient tres satisfaisants.

Les méthodes d'analyses ont toutes été utiles. Particulierement, des nouveaux parametres ont été
obtenus en DRX (%V) et en analyse thermogravimétrique (Tweo), ayant une meilleure corrélation avec les
autres parameétres que les parametres habituels. Les ratios FTIR ont été utiles pour observer les

changements structuraux a petite échelle et surtout comme méthode peu coliteuse et accessible.

La démarche adoptée - Différents dérivés ont été comparés a des dérivés d’autres amidons et des produits
commerciaux. Les paraméetres importants ont été identifiés dans la littérature et utilisés pour sélectionner

des formulations ou conditions de test pour les films.

Les résultats les plus saillants - Différents tests ont montré que les dérivés d’ARA utilisés comme excipients
pour les matrices monolithiques avaient du potentiel comme matériaux filmogénes. Les matériaux
filmogénes ont pu étre utilisés comme enrobages. Le comportement des matrices monolithiques dans les
fluides simulés SGF/SIF a pu étre relié aux comportements des films correspondants. La solubilité des
poudres, comprimés, films et enrobages a base d’ARA modifié a pu étre modifiée en changeant des

parameétres de synthese.

Les limites, les legons et pistes de recherche - Les limites de ce travail se situent dans les matériaux et les
procédés. Il n'y a qu’une seule méthode qui a été utilisée pour obtenir les films. Seulement deux
plastifiants ont été étudiés. La caractérisation des films ne tenait compte que d’une seule épaisseur. |l n'y
a pas eu d’étude sur la diffusion de médicament, méme si a la base la formulation (comprimés) visait la
protection d’agents bioactifs (i.e. enzymes thérapeutiques formulées pour la livraison intestinale) durant
le transit gastrique. Il serait aussi pertinent d’étudier la stabilité des films dans le temps et I'impact de
I’humidité sur leur entreposage. Les enrobages formulés ne tenaient pas compte des autres excipients
utilisés pour I'enrobage en industrie (talc, silice, colorant). Lorsqu’ils avaient été testés en industrie avec

un plastifiant plus lipophile, le triéthylcitrate, les enrobages n’étaient pas bons.

Par rapport aux syntheses, I'utilisation d’'un milieu aqueux est essentielle pour désorganiser I’ARA. Les

parametres de synthése du CMARA doivent encore étre étudiés. Il serait intéressant de comparer le mode
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d’ajout du SMCA et le ratio amidon/NaOH 1 :3. Ce ratio 1:3 pourrait permettre d’obtenir les mémes
propriétés qu’en slurry en évitant d’avoir recours a un appareillage plus colteux pour les préparations plus
visqueuses. La réticulation doit se faire entre les pH 9 et 10. Elle devrait étre effectuée en fin de
gélatinisation dans le NaOH aqueux car la carboxyméthylation requiert un pH > 12. Les producteurs
d’amidon exploitent surtout les fonctions hydroxypropyl comme modification. Le carboxyméthyl amidon

est donc une bonne piste de recherche et de nouveauté.

Certains parameétres des méthodes de caractérisation spectrales peuvent étre reliés aux propriétés
physiques des amidons. Une méthode rapide a été mise au point avec le FTIR montrant une bonne
corrélation avec les DS obtenus par titration. Cette méthode permet aussi de vérifier le DS avec des
groupes CM sur le CMS réticulé ou avec des fonctions amines. Le glycérol ou le sorbitol (selon la solubilité
des matériaux), semble plus compatibles avec I'amidon que le triéthylcitrate. Au sujet des enrobages, le

CMARA de DS 0.17 a donné de bons résultats : les comprimés enrobés ont résisté 2 h de transit gastrique.

Conclusions générales

Dans le domaine de la médecine, les progres ne se limitent pas uniquement aux nouveaux composés
thérapeutiques ou aux traitements révolutionnaires ; ils englobent également des approches innovantes
dans les systémes d'administration de médicaments. L'une de ces frontieres se situe dans le domaine de
la médecine du revétement, ol les méthodes traditionnelles reposent sur des matériaux synthétiques.
Cependant, une voie de recherche en plein essor a émergé, visant a exploiter le pouvoir de la nature elle-

méme comme méthodologie de revétement médical.

Cette thése représente une entreprise pionniere dans I'exploration des dérivés de carboxyméthylamidon
en tant que nouvel enrobage de comprimés pour les dosages pharmaceutiques. En corrélant leurs
propriétés physicochimiques a leur comportement dans les fluides gastriques, nous visons a libérer leur
potentiel pour révolutionner I'administration orale de médicaments. L'utilisation de dérivés de
carboxyméthylamidon est prometteuse d'amélioration des performances des médicaments,
d'amélioration des résultats pour les patients et d'une approche plus durable des matériaux de

revétement pharmaceutiques.

Les dérivés d'amidons dans le domaine pharmaceutique
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Pendant plus de cing décennies, I'amidon a joué un role crucial dans la préparation des comprimés, a la
fois par voie seche et par voie humide, servant de charge, de liant ou de désintégrant. En conséquence, il
est devenu un ingrédient largement utilisé, connu sous le nom d'excipient, dans la production de

comprimés.

Pour que divers dérivés d'amidon soient approuvés en tant qu'ingrédients pharmaceutiques, ils ont dd

subir une évaluation et étre acceptés par la FDA.

L'hydroxyéthylamidon (HES), le dérivé d'amidon le plus largement commercialisé, a été reconnu par la FDA
en raison de sa sécurité et de son approbation réglementaire. Cependant, étant non ionique, il manque
de certaines propriétés souhaitables pour de nombreuses applications et est considéré comme

relativement moins fonctionnel par rapport a d'autres dérivés d'amidon.

D'autre part, le carboxyméthylamidon (CMS) est connu depuis longtemps comme un dérivé de I'amidon
aux propriétés prometteuses. Cependant, son utilisation est limitée et les synthéses sont principalement
effectuées en phase organique pour optimiser le rendement et simplifier le processus de séchage. Cette
approche a été privilégiée pour sa praticité et son efficacité dans les laboratoires a petite échelle. Le
produit commercial, le glycolate d'amidon sodique (SSG), est un désintégrant pour comprimé accepté par

la FDA et produit dans plusieurs pays.

Des modifications en phase aqueuse - Le carboxyméthylamidon

Néanmoins, les avancées récentes de la recherche ont mis en évidence les avantages de la modification
aqueuse de I'ARA. En utilisant des méthodes a base aqueuse, il est possible d'obtenir des matériaux avec
des caractéristiques distinctes et des fonctionnalités améliorées. Ces dérivés d'ARA synthétisés de maniere
aqueuse présentent des propriétés souhaitables, telles qu'une solubilité basse, mais améliorée, résultant
en un temps de désintégration controlée des comprimés et un comportement réactif aux stimuli
environnementaux (comme la présence d'a-amylase). Cette découverte a ouvert de nouvelles possibilités
pour la production industrielle et I'utilisation généralisée des dérivés d'ARA. Effectivement, Contramid® et

Liamid® sont deux excipients matriciels d'ARA réticulé pour la libération controlée.

Perspectives
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La synthése aqueuse de CMARA offre plusieurs avantages importants pour les applications industrielles.
Elle permet I'évolutivité, la rentabilité et des processus de fabrication simplifiés, ce qui la rend plus adaptée
a la production a grande échelle par rapport aux modifications en phase organique. De plus, les dérivés
d'ARA obtenus en phase aqueuse peuvent étre adaptés pour répondre a des exigences spécifiques, ce qui
les rend polyvalents pour diverses applications dans les industries pharmaceutiques, biomédicales et

autres.

En présence de liquide intestinal, les groupes carboxyméthyle (CM) de la couche externe subissent une
déprotonation, entrainant une ionisation et une hydratation. Par conséquent, le comprimé gonfle et, soit

par érosion soit par désintégration, libere le médicament enfermé.

Ce phénomene de changement structurel a été appliqué avec succes dans la formulation de comprimés
gastro-résistants pour l'administration orale de divers médicaments, y compris des agents bioactifs
macromoléculaires tels que les enzymes pancréatiques, la diamine oxydase, le vaccin oral F4 fimbriae,
Escherichia coli, et des probiotiques comme Lactobacillus rhamnosus (Calinescu et Mateescu, 2008;
Calinescu et al., 2012; Calinescu et al., 2005; Calinescu et al., 2007; Massicotte et al., 2008). Cette étude

sur F4 fimbriae était la premiere a formuler un vaccin oral.

Ces agents bioactifs bénéficient d'une protection renforcée grace a la présence de groupes CM, qui offrent
une stabilité supplémentaire contre |'acidité gastrique et contrecarrent I'action de I'a-amylase intestinale.
Ces derniéres années, des formulations ciblant le célon ont été développées avec succés a I'aide de CMARA.
Une étude in vivo a suivi le transit intestinal d'un comprimé CMHAS contenant 30 % d'un modéle protéique
et d'un radio-opacifiant a I'aide de l'imagerie par rayons X (Labelle et al., 2019). La formulation a base de
CMHAS présentait des temps de désintégration similaires in vitro et in vivo (4h30). Les fonctions

carboxyliques du CMS contribuent également a I'augmentation de la bioadhésion de I'amidon.

De plus, le CMS a été transformé en microsphéres réticulées pour I'administration gastrique (Lemieux et

al., 2015).

Expérimental : Synthese de différents amidons modifiés

L'observation que les poudres formant des gels donnent des comprimés formant des gels et des films

formant des gels et que les poudres insolubles donnent des comprimés insolubles et des films insolubles
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peut étre utilisée comme outil de prévision et a des implications majeures pour le développement et

I'optimisation des revétements de comprimés.

Deux nouveaux parametres ont été proposés; le pourcentage de cristallinité type V en diffraction des
rayons X et la température a 50 % de perte de poids obtenue par analyse thermogravimétrique. Ces
nouveaux parametres avaient une meilleure corrélation que les parametres utilisés habituellement et
seront donc tres utiles pour les études structurales de I'amidon dans tous les domaines et ils faciliteront

aussi la comparaison des données qualitatives, ce qui constitue un manque dans le domaine de I'amidon.

De nouveaux dérivés d'ARA avec des propriétés filmogénes

A ce jour, les seuls films de dérivés d'amidon riche en amylose qui avaient été étudiés étaient a base d'ARA
réticulé. Ce projet de thése propose plusieurs nouveaux dérivés carboxyméthylés, réticulés, aminés ou des
combinaisons. La conception et I'analyse de ces nouveaux matériaux et films sera utile pour les recherches
sur I'amidon dans plusieurs secteurs. Les modifications ioniques sont essentielles car elles apportent une

nouvelle fonctionnalité a I'amidon.

Les dérivés ampholytiques (ayant deux types de charges : anionique et cationique) d'ARA font partie des
récentes avancées dans le domaine et ont la particularité de pouvoir fonctionner avec un plus grand
nombre de composés. L'amidon aminé a attiré I'attention dans le domaine de la livraison de génes en
raison de ses propriétés uniques qui en font un support prometteur pour la livraison génique

I'introduction de matériel génétique étranger dans des cellules a des fins thérapeutiques, telles que le

traitement de troubles génétiques ou le développement de thérapies géniques.

Ces groupes amino fournissent des sites chargés positivement sur la molécule d'amidon, lui permettant
d'interagir avec des acides nucléiques chargés négativement. Cette interaction électrostatique entre
I'amidon aminé et les acides nucléiques facilite leur condensation en nanoparticules ou complexes,

protégeant les acides nucléiques de la dégradation et facilitant leur livraison dans les cellules cibles.

Les groupes amino chargés positivement peuvent interagir avec les acides nucléiques chargés
négativement, permettant une condensation efficace du matériel génétique en nanoparticules. De plus,
I'amidon aminé améliore la stabilité des acides nucléiques, les protégeant de la dégradation par les

nucléases dans I'environnement extracellulaire.

143



Bien que I'amidon aminé soit prometteur en tant que vecteur de délivrance de geénes, des recherches et
des optimisations supplémentaires sont encore nécessaires pour améliorer son efficacité, sa stabilité et
ses capacités de ciblage. Le ARA ampholytique n'a pas été étudié pour cette application et pourrait offrir
des avantages intéressants, par rapport aux autres amidons. La thése montre que ces matériaux sont

filmogénes, ce qui est une propriété essentielle pour concevoir divers supports ou matrices.

La nécessité de matériaux biodégradables polyvalents

Il existe une panoplie d'applications des amidons basée sur ses propriétés de biodégradabilité. Dans le
domaine biomédical, les dérivés de I'amidon permettent de former des endoprotheses résorbables qui
résistent quelques jours avant d'étre dégradées par I'a-amylase. Cela évite au patient de devoir obtenir
un deuxieme rendez-vous pour faire enlever la prothése. Sous forme de microsphéres dégradables
(EmboCeptS®, Spherex®), des dérivés d’amidon sont utilisés pour I'embolisation artérielle transiente
permettant I'administration localisée d'agents chimiothérapeutiques anticancer. Ces microsphéres sont
lentement et progressivement hydrolysées par I'a-amylase plasmatique, un processus qui permet leur
élimination du systéme (avec la libération de I'agent thérapeutique et la restauration du flux sanguin.
Toutes ses applications pourraient tirer profit d'un matériau plus résistant tel que I'ARA modifié. Par
exemple, des implants antibactériens temporaire pour traitement local sous-cutané ont été obtenus avec

Contramid®, un ARA réticulé, permettant une durée plus longue avant la dégradation.

Nouvelle perspective pour les plastifiants

Cette thése présente des preuves a l'appui de |'utilisation du sorbitol comme alternative supérieure au
glycérol dans les enrobages de comprimés. Alors que les études précédentes se sont principalement
concentrées sur le glycérol en tant que plastifiant de I'amidon, revendiquant ses propriétés mécaniques
améliorées, notre recherche dévoile une découverte importante : la nature hygroscopique élevée du
glycérol pose un inconvénient important pour les enrobages de comprimés, qui nécessitent un séchage

rapide.

En comparant le sorbitol et le glycérol, nous avons découvert que le sorbitol offre des avantages distincts
en termes d'hygroscopicité réduite par rapport au glycérol, ce qui le rend plus adapté aux revétements de

comprimés ou un séchage rapide est une exigence cruciale. Cette nouvelle idée remet en question le
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concept dominant selon lequel le glycérol est le plastifiant optimal pour les revétements a base d'amidon,

soulignant la nécessité d'une réévaluation minutieuse de la sélection des plastifiants.

Avec le sorbitol, il est possible d'obtenir des propriétés de film uniques, une résistance a I'humidité
améliorée, une transparence améliorée, des conditions de traitement optimisées et des alternatives
potentiellement rentables par rapport au glycérol. Ces nouveaux aspects peuvent élargir la gamme
d'applications des films d'amidon et offrir de nouvelles opportunités pour le développement de matériaux

d'emballage durables et fonctionnels.

Des nouveaux excipients biocompatibles

L'évaluation de la cytotoxicité des excipients dans les formulations pharmaceutiques est cruciale pour la
sécurité des patients, le maintien de la viabilité et de la fonctionnalité des cellules, la conformité
réglementaire, la compatibilité avec les systemes biologiques et la garantie de produits pharmaceutiques
de haute qualité. Plusieurs de ces amidons modifiés étant nouveauy, il était donc impératif de déterminer
leur cytotoxicité. Il en ressort qu'avec un faible degré de modification, les excipients utilisés étaient ne
démontraient pas de cytotoxicité. lls étaient méme moins cytotoxiques que le produit commercial

glycolate d'amidon sodique, lequel est accepté par la FDA.

Des excipients qui répondent a un stimulus enzymatique

Le développement de systemes intelligents d'administration de médicaments qui répondent a des
déclencheurs biologiques spécifiques, tels que des enzymes, est un domaine de recherche et d'innovation
en cours. Alors que les revétements entériques sont utilisés depuis de nombreuses années pour protéger
les médicaments de l'acide gastrique et faciliter la libération ciblée, l'incorporation de la dégradation

enzymatique ajoute une nouvelle dimension de contréle et de spécificité a ces systemes.

Les temps de désintégration de comprimés et de films de nouveaux dérivés d'ARA (carboxyméthylé,
réticulé, aminé ou une combinaison) mesurés avec et sans a-amylase ont montré que la susceptibilité a la
dégradation enzymatique était conservée malgré la présence des modifications. Pour se dissoudre, les
moins soluble des films a base de dérivés d'ARA étudiés, ont nécessité la présence d'a-amylase, autrement
ils ne se solubilisaient pas du tout. De telles informations sur des nouveaux matériaux seront pertinentes

dans toute la communauté des chercheurs étudiant I'amidon.
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Relation entre les modifications et les comportements des films

La qualité des films (homogénéité, aspect, rigidité) était grandement améliorée en présence de
modifications multiples (Réfs : votres et autres). Augmenter les modifications, par exemple une
combinaison anionique, cationique et réticulé, réduit grandement la capacité de la structure a se

réorganiser.

Stabilité des films : I'importance des modifications

La structure crystalline de I'amidon est tenue par une énorme quantité de lien hydrogene. La solubilisation
(gélatinisation) peut se produire par chauffage lorsque les associations par les liens hydrogéne qui tiennent
la structure deviennent plus faibles a cause de l'augmentation d'énergie. Avec le temps ou le
refroidissement, la structure tente de se réorganiser dans une forme cristalline, plus stable. La présence
de groupes fonctionnels (les modifications) empéche la réorganisation par encombrement stérique. La
cristallinité de I'amidon modifié peut donc changer dans le temps : il se réorganise, devient plus compact
par le phénomene de rétrogradation. Ce phénomene est souvent indésirable car il peut modifier la forme
des matériaux a base d'amidon. Par exemple, les films d'amidon natif craquent rapidement. La présence
de modifications telles que des groupes fonctionnels ioniques peut empécher cette réorganisation. En

effet, plus il y a de modifications, plus I'amidon devient filmogéne (et soluble en eau froide).

Modulation du temps de livraison des médicaments

Pour montrer que le revétement était efficace, des noyaux a désintégration rapide (15 min) ont été utilisés.
Ces noyaux s'hydratent rapidement et seraient dont impactés par I'enrobage. Apres l'application du
revétement, les temps de désintégration étaient entre 2h et 2h30 dans les fluides gastriques simulés (pH
1.2). Ce temps de dissolution dépend surtout de I'épaisseur de I'enrobage de CMHAS mais aussi de la

composition du noyau car un noyau moins soluble s'hydratera plus lentement.

Conclusions

Cette recherche représente la premiére exploration complete des dérivés de carboxyméthylamidon en
tant qu'enrobage de comprimés. Grace a des études de caractérisation et de formulation, nous évaluons

leurs propriétés physicochimiques et leur comportement dans les fluides digestifs simulés. Ces recherches
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fournissent des informations précieuses sur les avantages potentiels des dérivés de carboxyméthylamidon

pour améliorer I'efficacité des médicaments et I'expérience des patients.

L'introduction de dérivés de carboxyméthylamidon en tant qu'enrobage de comprimé ameéne de nouvelles
possibilités dans la formulation et I'administration de médicaments. En utilisant leurs propriétés
filmogénes, ces dérivés ont le potentiel de fournir une barriére protectrice pour les médicaments oraux,

assurant la protection contre le fluide gastrique et facilitant la libération controlée dans le tractus intestinal.

Jusqu'a maintenant, les enrobages entériques rapportés comme étant a base d'amidon contenaient
majoritairement de la cellulose modifiée (i.e. 75%) ou encore des matériaux synthétiques comme
Eudragit® (méthacrylates). Le but était donc de produire des enrobages entériques ou I'amidon est le seul

polymére.

Les résultats de cette recherche ont des implications importantes pour l'industrie pharmaceutique, les
prestataires de soins de santé et les patients. L'utilisation de dérivés de carboxyméthylamidon comme
matériau d'enrobage de comprimé a le potentiel d'améliorer I'efficacité des médicaments, d'optimiser les
schémas thérapeutiques et d'améliorer I'expérience du patient. De plus, leur nature respectueuse de
I'environnement s'aligne sur les objectifs plus larges de soins de santé durables et d'atténuation de

I'impact environnemental associé aux matériaux de revétement synthétiques.

Cette étude est I'une des rares a étudier les films a base d'ARA et de ce fait, la premiéere a générer des
enrobages entériques a base de CMARA. Auparavant, des enrobages entériques d'ARA ont été rapportés
mais ils ont d étre mélangés a d'autres polymeres. L'utilisation d'un dérivé anionique d'ARA permet

d'augmenter la solubilité juste assez pour former des bonnes solutions filmogenes.

Il a été possible, en ajustant certains parameétres de synthese, d'ajuster la solubilité des dérivés. L'humidité

a eu un impact moindre sur les films avec sorbitol dont le séchage était plus rapide.

Tous ces résultats montrent bien que les dérivés d'ARA viennent s'ajouter a I'éventail des dérivés
d'amidons multifonctionnels en augmentant I'étendue de leurs applications dans des domaines variés
comme matériau a la structure magnifiguement complexe et unique, un matériau omniprésent,

biodégradable, biocompatible et surtout polyvalent.
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ANNEXE A
MATERIEL SUPPLEMENTAIRE DU CHAPITRE 5

Anionic and Ampholytic High-Amylose Starch Derivatives as Excipients for Pharmaceutical and

Biopharmaceutical Applications: Structure-Properties Correlations

Marc-André Labelle !, Pompilia Ispas-Szabo * Salma Tajer’, Yong Xiao?, Benoit Barbeau? and Mircea-

Alexandru Mateescu!

148



Sodium
trimetaphosphate
A Amylose OH . 0 Di-starch phosphate cross-linking

OH o Nagd _ OoH
(e} /iA }—U\ ,Cl Na OH ¢ /&
o] P=0
HOHO OHO—R N OHOHO o
M OHGC R
oY .
R—Cy ONa

lo]
- /
R—CHo ""OH ?_
NaOH, T
Amylopectin cl o /i-\
/\S;P;\ o \_< OHO 0
OHO o vo-\ ONa* =
0—R
o] o HO
OH Ho OHO—R Sodium y\
monochloroacetate R—QHo Carboxymethyl high
R—40 amylose starch cross-linked
(CMHAS-CL)
B HO )
@ j—\CL/
o cl o 0 ;e
Ho \—4( + or o 2-Hydroxypropyl
07 0" Na* —N\— ~0ToN—\ Trimethylammonium Carboxymethyl
OHOo o o7 high amylose starch (TMACMHAS)
o
NaOH, T*
“Na*
C ¢l J_N Hy Aminoethylcarboxymethyl high amylose
oH o, 0 2 starch (AECMHAS)
o, AN
~0 Hwo, O Na NH, ~0%o 5 -
NaOH, T° o
0 Na*
FigureS1 Synthesis of starch derivatives using physical and chemical modifications. A) CMHAS-

CL obtained by reacting starch with sodium trimetaphosphate (STMP) and sodium monochloroacetate
(SMCA); B) TMACMHAS was obtained by reacting starch with SMCA and glycidyl trimethylammonium
chloride; C) AECMHAS was obtained by reacting with chloroethylamine and SMCA.
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FTIR spectra of carboxymethylstarch. Upon grafting of carboxymethyl functions, new

bands appear for CH, and COO™ in the ATR-FTIR spectra of the derivatives. The 1200-1000 cm™ region
contains structural information about the short-range organization. The region 800-1185 cm™ (insert) was
corrected with a baseline, deconvoluted and normalized to analyze the bands 995, 1022, 1035 and 1044

cm™.

TableS 1

reference starch samples . Powders were not dried or hydrated.

Literature and experimental values for ATR-FTIR short-range structural parameters of

Experimental Others
AOC |Ordere |Amorph |Cl AOC |Ordere ql
Starch 1045 |d . 995/ (1045 |d 995/ |Reference
materials / 1045/ |[1022/ 102 |/ 1045/ 1022
1035 [1022 995 2 1035 |1022
Wheat - - - - - 0.59 - (Lietal., 2019)
Corn 1.26 |0.65 0.93 1.08 1.1 0.61 - (Dong et Vasanthan, 2020)
Potato 1.11 [0.68 0.86 1.16 |- 0.79 - (Li et al., 2019)
HAS 1.08 |0.67 0.86 1.16 |- 0.75 1.03 (Huang et al., 2016)
1.2-
Other starches |~ - - - - 0.5-0.6 13 (Ahmad et al., 2020)
- - - - - 0.65 - (Li et al., 2019)
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Table S 2 FTIR and DRX parameters for powders (P), tablets (T) and films (F). The percentage of
relative crystallinity (%RC) was obtained by using the background function in the software Diffract Suite.
To estimate the baseline, the background parameter ‘enhanced’ was activated and the curvature was
increased until obtaining a good fitting with the spectral baseline (i.e. 25%). The %V is the percentage of
V-type peaks in the crystalline region.

Small-range organization - FTIR Long-range organization XRD
Sample Form |AOC Ordered C.I.
’ 1044/1035 | 1044/1022 [99s/1022 | R€ %) V-type (%)
Hylon VII P 1.08 0.70 1.20 15.4 23
. P 1.14 0.74 1.26 9.4 31
Gelatinized HAS
T Not done 5.4 11
P 0.92 0.63 1.06 5.2 38
CMHAS#1 T 1.02 0.73 1.07 10.6 0
F 0.96 0.79 1.20 Too rigid
P 0.84 0.56 0.88 12.4 100
CMHAS#2 T 0.93 0.61 1.05 7.4 100
F 0.96 0.63 1.06 2.2 ~0
P 1.04 0.67 1.02 4.8 44
CMHAS#3 T 1.03 0.71 1.07 3.6 50
F 0.96 0.81 1.20 19.1 16
P 0.85 0.57 0.96 11.4 74
CMHAS-CL10#2 T 0.95 0.62 1.04 7.7 70
F 0.98 0.65 1.07 3.1 49
P 0.95 0.56 0.87 9.4 88
AECMHAS T 0.92 0.63 1.06 2.5 0
F 0.97 0.57 1.11 Not done Not done
P 0.91 0.63 0.93 1.9 31
TMACMHAS-CL10 T 0.90 0.70 1.15 1.7 15
F 0.89 0.70 1.02 0.7 0
P 0.95 0.69 1.04 9.3 53
HAS-CL20 T 1.03 0.71 1.13 5.5 39
F 0.94 0.77 1.18 Too rigid
§°"‘ SEEn WIEEEH(E) | 2 1.36 0.77 1.20 24.2 29
P 0.98 0.62 1.01 10.2 26
Starch1500®
T 0.93 0.63 1.03 7.4 32
P 0.88 0.59 0.97 9.1 7
CMCS T 0.95 0.66 1.02 10.1 100
F 1.00 0.65 1.11 2.2 37
CMCS-CL10 2 LEE 0.59 LY Not done
T 0.96 0.69 1.04
iZﬁTffre@ starch  (PS) P 1.13 0.77 1.24 20.4 11
P 1.12 0.80 1.23 10.4 5
Vivastar® T 1.16 0.81 1.09 12.4 0
F 0.94 0.64 1.07 3.1 0
P 0.91 0.56 1.07
CMPS-CL10 Not done
T 0.90 0.67 1.11
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TableS 3 TGA and DTG values of the powder samples. The water content was calculated at 150 °C;
the onset was measured as the crossing of the maximum slope with the initial slope; The final weigh was
the remaining mass at 350 °C; Tweo and Twso represent the temperature at which the weigh was 50 or 60%
(w/w).

Starch materials Water |Onset Final Tweo Twso |DTG peak sDt;roGuI der
(%) (°c) weight (%) |(°C) |(°C) |(°C) °C)
Hylon VII® 10.0 310.8 15.1 321.0 |324.6]1326.3 297.7
Gelatinized HAS 9.7 297.9 22.5 319.1 ]326.1]1325.8 -
HAS-CL20 10.3 288.5 26.5 306.8 ]312.5]1313.1 -
CMHAS#1 8.9 268.7 25.5 299.2 ]308.8]1307.2 -
CMHAS#2 104 254.3 21.8 280.7 ]290.5]1277.9 3194
CMHA#3 9.2 257.4 17.7 286.0 |295.1]292.5 -
CMHAS-CL104#2 ]10.1 254.8 25.1 285.9 |296.9]284.3 -
AECMHAS 9.9 258.3 18.3 277.9 |285.7|275.3 318.8
ZﬂgCMHAS_ 11.3 255.5 19.1 273.7 |280.3|274.5 314.3
PenPure’ 12.7 308.1 22.3 320.0 |324.21325.6 298.4
Vivastar® 10.8 287.1 37.9 299.9 ]306.3]299.3 303.2
CMPS-CL10 9.6 288.8 46.3 321.8 ]338.9]1313.9 -
Melojel’ 10.6 313.8 22.1 327.3 |331.5|332.7 301.6
Starch1500° 8.9 310.5 30.4 326.5 ]331.5]1328.2 304.3
CMCS 10.2 261.3 17.4 289.6 ]298.5]1301.4 -
CMCS-CL10 8.2 292.1 41.1 319.2 ]330.4]1311.2 -
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TableS 4 Spectrophotometric measurements of the starch-iodine complex formation for the
different derivatives and native starches. The absorbance at 640 nm (Ass0) is called the blue value (BV).
Using pure amylose and pure amylopectin, a linear regression was obtained for Ass and also for the ratio
of absorbance Asso/Aszs. The error is the mean of the standard deviation of triplicates. AAC : apparent
amylose content, calculated by linear regression.

Asao Ratio Regression
INative starches :3::; CELTS s 0'02A540/A525 2 (%) |AACt2(%) |Aeao/Aszs £ 2 (%)
Amylose (AM) 0.93 1.54 100 100
Amylopectine (AP) 0.33 0.86 0 0
[Hylon vir° 0.78 1.34 74 71
[Hylon v* 0.67 1.28 56 62
[Meloje” 0.42 1.21 14 52
[Penpure60’ 0.41 1.54 13 47
[Derivatives [Blue value Asao/ Ass AAC Ao/ Ass
[HAS gelatinized 0.81 1.35 79 72
[HAS-cL20 0.76 1.36 71 73
[cMHAs#1 Ds0.15 0.80 1.41 78 81
[cMHAS#2 Ds0.3 0.31 1.40 -4 80
|cMHAs#3 Ds0.15 0.78 1.62 75 111
[cMHAS-cL10#1 0.61 1.47 46 36
[cMHAs-cL10#2 0.68 1.63 58 89
AECMHAS 0.70 0.93 61 113
TMACMHAS-CL10 0.09 1.49 41 10
[cmcs 0.39 1.39 10 92
[cmcs-cL10 0.37 0.95 7 78
[cmps-cL10 0.10 1.18 -39 13
Vivastar® 0.03 0.63 51 -35
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Tablets based on Tablets based on
moisturized dried excipient
excipient powder powder

Dry

After 15min
hydration

FigureS 3 Tablets before and after hydration. Up: CMHAS tablets obtained from moisturized
CMHAS (left) and dry CMHAS (right) powders. Down: the same tablets after hydration in water 15 min.
The water may act as a plasticizer and impact the structural changes during the compaction process.

TableS 5 Analysis of the films using TGA method. Wi, is the weight at 350 °C.
starch films Moisture | Wsinai | Onset | DTG peak | DTG shoulder
(%) (%) |(°C) | (°C) (°Q)

CMHAS#2 8.4 42.2 |1284.1|301.0 293.6

294.0
CMHAS#3 8.3 41.5 |286.0 |310.3 975 6
CMHAS-CL10#2 |7.9 42.2 |286.9 |308.0 -
AECMHAS 8.0 42.7 |284.8 {305.3 290.9
TMACMHAS-CL10 | 8.8 43.5 |284.3 |302.6 290.4
CMCS 8.7 39.8 [286.5 |311.3 292.6
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TableS6 Comparison of the correlation of the parameters for all the powder starch derivatives
(A) and only for HAS (B). Clear blue = good correlation, Red = no correlation. GT: gelatinization time. Tw50,
Tw60, DTG and onset are TGA parameters. %RC and %V are XRD parameters. AOC, order and Cl are FTIR
parameters.

BV DS Visco.

Full Limited Low No
correlation correlation

BV
DS
Viscosity

BV DS Visco.

Full Limited Low No
correlation correlation

BV
DS
Viscosity

GT: gelatinization time. Onset: onset of the degradation curve of TGA. Tw50 and Tw60: temperature at 50
or 60% weight (TGA). DTG: highest peak of the TGA differential curve. %RC: relative crystallinity (XRD). %V: %
amylose type-V (XRD). AOC: amount of crystallinity (FTIR ratio 1044/1035), order: FTIR ratio 1044/1022.
Cl: crystallinity index (FTIR ratio 995/1022). BV: blue value, DS: degree of substitution of hydroxyls by
carboxymethyl functions. The conclusion is that a better correlation was found when comparing the same
starch type and that the XRD parameter %V was more representative than the %RC. When comparing
different starches, the blue value and viscosity did not correlate.
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TableS 7 Correlation of the parameters measured for powders (P), tablets (T) and films (F).

A) All types of modified starches

Starches GT PDTG P%V PAOC Pord PClI PBV PDS Pvis TDR Tsw Tsol Taoc Tord TCl T%V Fsol Faoc Ford FCl Fons FDTG F%V
GT
PDTG
P%V
PAOC
Pord
PCl
PBV
PDS
Pvis
TDR
Tsw
Tsol
Taoc
Tord
TCI
T%V
Fsol
Faoc
Ford
FCI
Fons
FDTG
F%V

Full Limited Low No
correlation correlation

B) Modified High Amylose Starches

HAS GT PDTG P%V PAOC Pord PCl PBV PDS Pvis TDR Tsw Tsol Taoc Tord TCl T%V Fsol Faoc Ford FCl Fons FDTG F%V
GT
PDTG
P%V
PAOC
Pord
PCI
PBV
PDS
Pvis
TDR
Tsw
Tsol
Taoc
Tord
TCl
T%V
Fsol
Faoc
Ford
FC
Fons
FDTG
F%V

Full Limited Low No
correlation correlation

GT: gelatinization time before chemical modification, DTG: temperature at the highest peak on the DTG
(TGA), %V: ratio of amylose (XRD), AOC: FTIR ratios 1044/1035, order: FTIR ratio 1044/1022, CI: FTIR ratio
995/1022. Vis: viscosity; sol: solubility, SW: swelling. Blank spaces appear when there are few data with
no variation. The conclusion is that the correlation was low when comparing only HAS derivatives but
when comparing different starches, the power DTG and powder viscosity were the best parameters to
correlate with all the other parameters.
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ANNEXE B
MANUSCRIT D'ARTICLE SUR LE DEGRE DE SUBSTITUTION

Rapid Estimation of the degree of substitution of carboxymethyl starch with low DS by ATR-FTIR

Abstract

Context — The degree of substitution (DS) is an important parameter to characterize the
carboxymethylstarch (CMS). The most used method, back-titration, requires the protonation of the sample
involving additional steps and generating sample loss. The possibility to quantify the DS with a

spectrometric method was investigated.

Method — The DS of various CMS were assessed by back-titration and correlated to the intensity of the
Fourier Transformed InfraRed (FTIR) band at 1590 cm™ (carboxylate). Ratios of the bands were obtained
using different reference bands to report the 1590 cm™ band. The impact of the baseline was investigated.
Carboxymethyl cellulose (CMC) of high DS, with similar but not identical chemical composition as starch,

was also analyzed and used as standard.

Results — Good correlation (r?>> 0.995) was found between the DS of CMS and the ratios of the band at
1590 cm and a few reference bands. The experimental level of cross-linking and amination had no impact.
The ammonium groups seemed to influence the determination of the carboxymethylation DS. The
selected bands used to calculate the ratios were correlated with the values up to DS=0.38 obtained by

titration.

Conclusions — This FTIR method appears as a rapid and easy procedure to assess the DS with CM functions
for CMS, ampholytic starches and CMC without prior treatment. The band ratio 1590/2887 was useful for
samples with various protonation degree. Low DS are difficult to assess with precision and are a waste of
product (protonation). This method allows a fast and reliable determination of the DS based on the FTIR

of reference samples.
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Keywords: Ampholytic starch, lonic functions, chemical modifications, carboxyl assay, high amylose starch,

starch derivatives, analysis of raw materials

Highlights

The DS could be determined by FTIR on samples ‘as is’ without further preparation.

The method can be applied also for ampholytic and cross-linked CM-starches.

Same method may be extended to carboxymethylcellulose derivatives.

Calculation was done using 2" order quadratic regression.

Abbreviations

AE: aminoethyl; CEA: chloroethylamine; CL: cross-linked; CM: carboxymethyl; CMS: carboxymethyl starch;
DS: degree of substitution; DP: degree of protonation; FTIR: Fourier-transformed infrared; GTMAC: glycidyl
trimethylammonium chloride; AGU: anhydro glucose unit; HAS: High amylose starch; SMCA: sodium

monochloroacetate; STMP: sodium trimetaphosphate
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B.1. Introduction

The carboxymethyl starch (CMS) is used as pharmaceutical excipient and as a material for biomedical
applications (Labelle et al., 2020). The characteristics of CMS may be modulated (i.e. by changing the starch
type and modification parameters) to suit different excipient functionalities. It is known to generate, by
direct compression of powders, strong monolithic matrices with tunable drug release rates as for
chronodelivery (Ispas-Szabo et Mateescu, 2017), fast disintegration (Bhandari et al., 2013), controlled
release (Mulhbacher et al., 2001), intestine-targeted delivery of high drug dosages (Mateescu et al., 2006)
of peptides or of probiotics (Calinescu et al., 2005; Calinescu et al., 2007). For protection and delivery of
enzymes, monolithic matrices were also obtained by association of CMS and chitosan (Calinescu et al.,
2012), or alginate (Blemur et al., 2016). The CMS was used as mucoadhesive and gastroretentive
microspheres (Lemieux et al., 2015), degradable hemostatic agent (Panwar et al., 2019), scaffolds (Nita et

al., 2020) or microgel for uptake and release of proteins (Zhang et al., 2014).

The uses of CMS extend far beyond the biomedical industry with applications as superabsorbent hydrogel
(Muharam et al., 2017) for removal of iron (Pant et al., 2011) or ammonia and phenol (Haq et al., 2020) in
aqueous solution. It is a good stabilizer for silver (EI-Sheikh, 2014) and selenium (Vishakha et al., 2020)

nanoparticles.

Ampholytic starches, also called zwitterionic starches (Chang et al., 2020), are starches carrying cationic
(i.e. aminoethyl, AE) and anionic functions (mostly CM). The presence of both ionic functions enhances the
stabilization of the structure by hydrogen bonding and strong ionic interactions, irrespective of the pH
(Benyerbah et al., 2019; Labelle et al., 2020; Sakeer et al., 2018; Sakeer et al., 2017). Ampholytic starch
was used as pharmaceutical excipient to form monolithic matrices targeting various intestinal targets, able
to achieve high loadings with different types of drugs (Benyerbah et al., 2019; Sakeer et al., 2018) and the
controlled-release of highly soluble drugs such as metformin (Sakeer et al., 2017). It was used as
antibacterial agent (Yu et al., 2021), and as hemo-compatible nanoparticles for hydrophobic drug delivery
with extended circulation time in blood due to reduced aggregation (Ye et al., 2016). Ampholytic starch
was also used in water treatment for removal of silica (Matusiak et Grzadka, 2020), Cu (ll) (Xu et al., 2004),
Pb (Il) (Xu et al., 2005a), Cr (VI) (Xu et al., 2003), absorption of dyes (Xu et al., 2006) and as flocculant
(Lekniute et al., 2013; Lin et al., 2012; Peng et al., 2016; Yang et al., 2014a; Yang et al., 2014b). In the textile

industry, it served as an ionic binder (Zhu et al., 2012).
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The degree of substitution (DS) is an important parameter impacting the properties (i.e. solubility,
digestibility, viscosity) of the materials but is not easy to quantify. The DS represents the number of
hydroxyls that are substituted for each anhydro glucose unit (AGU), with a maximal value of 3. It is usually
measured by invert titration of the protonated samples. The number of moles of titrant used is equivalent
to the number of carboxyl groups and is reported to the mass of sample assayed. For this calculation, the

water content of the samples should also be measured.

Substitution of hydroxyls with ether functions (Williamson ether synthesis) introduces new properties and
changes the behavior of the material. Even at low DS, the minor chemical modifications will trigger major
changes at macromolecular level and of the starch properties. For such small modifications, a recurrent
problem is the precise determination of the DS. For samples with multiple modifications, the process is

even more challenging.

Currently, for titration of CMS, 100 mg of the sample is dissolved in a known amount of aqueous NaOH,
heated moderately to accelerate the dissolution. For high amylose starch, the samples may need a
stronger heating treatment, increasing the variability (i.e. incomplete dissolution, over-heating, different
parameter requirements for various samples). Furthermore, for agueous carboxymethylation, the DS are
usually low and harder to titrate with precision. All these factors may increase the error and variability of

the titration and subsequently the accuracy of the measured DS

Methods for the determination of the DS of CMS by direct titration, back-titration and salt precipitation
(with copper) were compared (Stojanovic et al., 2005). A disadvantage for direct titration was the water
solvent slowing the dissolution of starch. The salt precipitation method uses the salt form, NaCMS. A
weighed sample is dissolved in water, CuSO, is added and when a precipitate forms, the excess of CuSO4
is titrated with EDTA. Co-precipitation of the copper, human error and copper oxidation of the reducing

end groups may increase the values.

The back-titration was therefore more adequate. The Na content obtained by elemental analysis (flame
atomic absorption spectrometry) was well correlated with the titrimetric method (Lawal et al., 2007).
Other titrimetric methods to determine the DS of starch with carboxymethyl functions involved the
calcination of the sample and titration of resolubilized sodium oxide (Moussa et al., 2019) or conductivity
titration (Araki et al., 2001). The advantage of titration is that it will not detect the residual Na from the

alkaline gelatinization.
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For ampholytic starch, the presence of diverse functional groups may affect the titration of the CM
functions conducting to less precise values for DS. It was therefore useful to find new methods for

determination of various DS of such starch derivatives.

Many methods are used to assess and confirm the DS. In the case of two or more chemical modifications,
the DS measurement becomes fastidious. For low-DS, the usual 3C NMR in D,0 generates a weak signal
and the titration methods conducted to increased standard deviations (Chemelli et al., 2020). The most
polyvalent method reported was *H NMR allowing to determine the DS simultaneously for anionic and
cationic groups. For starch derivatives with both CM and TMA functional groups, the DS were assessed

using *H NMR (Li et al., 2015) but this method is expensive, long and less accessible.

The ATR-FTIR is among the non-destructive and accessible methods for characterization of materials. Upon
grafting of CM functions, new bands appeared in FTIR of starch at 1590 cm for the carboxylate COO" and
at 1640 cm™ for the protonated form COOH. The determination of DS of CMS by FTIR was only done by

using a method of partial least square recovery (Liu et al., 2012).

The main objective of this study was to investigate the possibility to use ATR-FTIR to measure the DS of
starch with CM functions for various modified starches. The second objective was to understand the
impact of additional substituents on the titration of protonated CMS. This study is focused on improving
the rapidity to assess the DS of CMS by using a method requiring no sample treatment. The same method

was also applied for CM-cellulose derivative (CMC).

B.2. Materials and methods

B.2.1 Reagents — Hylon VII°, a high amylose corn starch (HAS), was a gift from Ingredion (Westchester, IL,
USA), Vivastar®, a cross-linked carboxymethyl potato starch sodium salt (NaCMS-CL) was gifted from JRS
Pharma (Patterson, NY, USA). Melojel® and PenPure60’ native starches (corn and potato) were gifted by
Roquette  America Inc. (Keokuk, IA, USA). Chloroethylamine hydrochloride  (CEA),
glycidyltrimethylammonium chloride (GTMAC), sodium carboxymethyl cellulose (CMC) with MW of 90,000
g/mol, sodium monochloroacetate (SMCA) and sodium trimetaphosphate (STMP) were reagent-grade and

used as received from Millipore Sigma.
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B.2.2 Starch modification - Starch modification was done as described in a previous work (Labelle et al.,
2023). In summary, the alcoholate was formed at pH>12 and then the substitution with CM-groups was
done using SMCA (fig. B.1). The mixture was neutralized, washed with aqueous methanol and dried with

acetone. The reagent ratios are reported in Table B.1.
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Figure B.1 Carboxymethylation and the subsequent steps of washing, protonation and titration of
uncross-linked CM-starch.

Following the parameters in Table B.2, 140 g of starch were suspended in 340 mL water at 55 °C with a
benchtop stirrer. Then, 320 mL of 2M NaOH were added. After 20 min of gelatinization, 70 g of sodium

monochloroacetate (SMCA) were added.

Nine different derivatives were prepared following the methods reported in previous publications (Table
B.2). Cross-linking was done by adding STMP. The aminoethyl (AE) starch was obtained by reacting with
chloroethylamine (CEA). The modification with trimethylammonium (TMA) functions was done using
GTMAC. For cross-linked HAS, 20g STMP/100g starch were used (HAS-CL20). For other cross-linked
derivatives, 10g/100g starch were used (i.e. CMHAS-CL10).

After 1h of reaction, the mixtures were neutralized with 2M acetic acid and slowly diluted with 60% MeOH
to precipitate the product. For washing, the suspension was decanted and diluted again with 60% MeOH.
This step was repeated until the conductivity was less than 50 uS. The powder was then mixed with

acetone, filtered on a Buchner funnel under vacuum and expanded in pans at ambient humidity and
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temperature. Water content was measured by TGA and it was found to be between 8 % and 9 % for all the

starches, except 12% for potato starch (not reported).

Table B.1 Reaction parameters related to the literature and the corresponding DS.i» measured by
back-titration.

modiieation | P | (¢ engent/100g stareh) S
ficar] g reag B fg. — substitution
Tvpe of Gelatini Cross- LIS Name Reference | obtained by
S‘;ra)rch zation linked Ani g'roups titration
nionic o .
(g STMP) . — Cationic (DStitr)
202$|n 20g - - HAS-CL20 (Mulhbacher 0.00
NaOH - 50g - CMHAS#1 et al., 2001) 0.15
60 min
Boiled - 100g - CMHAS#2 - 0.34
in H,0O
HAS - 50g - CMHAS#3 - 0.19
60 min
GTMAC | TMACMHAS- | (Benyerbah
2M .
NaOH 10g 758 | 97.6mL CL10 et al., 2019) 0.35
(Sakeer et
75g CEA 75g AECMHAS al,, 2018) 0.22
_ CMHAS-
202$|n 10g 50g - CL10 #2 - 0.19
Corn 50g - CMCS (Mulhbacher 0.15
NaOH
Potato 10g 50g - CMPS-CL10 | etal., 2001) 0.22

B.2.3. Determination of the DS by back titration was done as described previously (Lemieux et al., 2009;
Stojanovic et al., 2005) with slight modifications. An aliquot of carboxymethylated starch derivative was
protonated in 2M HCI for 30 min, filtered and washed. Final pH of powders after full protonation was
around 3.2. The total conversion of carboxylate to carboxylic acid was confirmed by disappearance of the
FTIR band at 1590 cm™ (not reported). For each sample, 100 mg were precisely weighed and dissolved in
0.05M NaOH (heated if necessary) and titrated with 20 mL of 0.05 M HCI using phenolphthalein as
indicator (fig. B.1). The DS was calculated as from literature (Lemieux et al., 2009; Stojanovi¢ et al., 2005).
Vivastar® and CMC were also used for their medium and high DS. Due to high DS, their protonation was

carried in 60% ethanol.
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Figure B.2 Synthesis of modified starches : A) Structure of the amylose and amylopectin components
of native starch. B) Cross-linking of high amylose starch (HAS) with sodium trimetaphosphate (STMP) giving
the HAS-CL. C) Carboxymethylation with sodium monochloroacetate (SMCA) and amination with
chloroethylamine  hydrochloride  (CEA) giving the AECMHAS. D) Amination  with
glycidyltrimethylammonium chloride (GTMAC) plus reaction with SMCA and STMP giving the TMACMHAS-
CL.

B.2.4. Determination of the DS with Fourier-Transformed InfraRed (FTIR)

FTIR was used to measure the DS after starch carboxymethylation. Spectra were collected on a Nicolet
6700 spectrometer (Thermo Fisher Scientific Inc.) equipped with smart iTR accessory for attenuated total
reflectance (ATR). The powders were flattened under the ATR holder arm. Backgrounds were collected
frequently from 32 scans at a resolution of 8 cm™ and subtracted to all samples. The data was analyzed
with OMNIC software (Thermo Fisher Scientific Inc.). The 1590 cm™ band intensity values and ratios
obtained using reference bands were compared before and after correction of the spectra. A baseline was
applied with points at 3742, 3677, 2991, 2600, 2390, 1753, (1515-1500), 1193-1186 and 810 cm™ (fig. B.3).
The baseline was compared with and without a point at 1500 cm, near the C=0 band for carboxylate (see

figure B.S1).

B.2.5. Calculation of the DS using quadratic regression
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A quadratic regression is a statistical method to determine the equation of the parabola that best fits a set

of data.

Using Excel, quadratic regressions of 2" order were applied to obtain the a, b and ¢ parameters of the
polynomial equation (i.e. fig. B.5), in the form y = ax? + bx + c. The a, b and ¢ parameters were fitted in the

general quadratic formula to give the DSxr as in eq. 1.

—b + /(b? — 4ac)
2a

x = DSy = (Eq.1)

B.2.6. NMR studies - Determination of phosphorus content with 3P solid-state NMR (ssNMR)

Analyses were done on a Bruker Avance Il HD with the Topspin software. The dry samples were weighed

and correlated to their signal intensity.

B.3. Results and discussion

B.3.1 DS by back-titration

All samples were accurately weighed at 100.0 mg. Using standardized acid and base solutions, the titration
gave reproducible results (table B.1). DS of Vivastar’ was 0.38. DS of CMC was 0.92. The CMC with
protonation ratio of 50% had a DS of 0.58. Protonation in methanol 60% was more convenient and should

be used for all samples in the future.

B.3.2. Correlation of the DS with FTIR data

The FTIR technique can detect new bands for the C-H of CH, and the C-O of COOH generated by
carboxymethylation (fig. B.3). In the region between 1200-1800 cm™, new bands appeared upon grafting

of carboxymethyl groups and seemed to increase in intensity in relation to the DS.
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Figure B.3 FTIR of carboxymethylstarch. The starch is rich in C-O, C-H and O-H bonds. Upon grafting
of carboxymethyl functions, new bands appeared. The main band is the antisymmetric stretch of the
carboxylate COO™ at 1590 cm™. The O-H region between 3000 and 3500 cm™ also changed following
gelatinization and chemical modification.

B.3.2.1. Analysis of the spectra

The change in the spectra after application of baseline was reported in fig. S1. A few samples before and
after protonation are presented in fig. S2 and S3. The new bands observed after derivatization and after
protonation are reported in table B2. The raw spectra seemed to change with the particle shapes (granules
or flaky powders). This may be due to a better contact with the ATR-FTIR crystal when the particles were
amorphous (derivatives from aqueous synthesis) than when they were granular (Vivastar®). The intensity
variations between spectra, probably related to material size and type, were mostly uniform in the whole
spectra. The impact of this variation may be decreased by using the band ratios, especially if the bands

used are close to each other.

Spectra of the carboxymethyl starch sodium salt - Comparing to Hylon VII®, after carboxymethylation, a
new strong band was observed at 1595 cm™, attributed to the asymmetric stretching vibration mode of
(C=0) in COO, va.s(C=0). At moderate DS, other new bands appeared. One at 1413 cm™ that was ascribed
to symmetric stretch vs(C=0). A second band at 1330 cm, was related to the bending mode 8,(C-H), in a
CH, (methylene) between an ether linkage and a carboxylate (R-O-CH,-COO"). For NaCMC, the structural
region (1000-1200 cm™) had stronger bands but the other parts of the spectra were similar with those of
starch. At high DS, the same bands were found around 1590, 1413 and 1326 cm™for vas(C=0), vs(C=0) and
0s(C-H). The difference in wavenumbers between the symmetrical and asymmetrical stretch of the

carboxylate are representative of their interaction type with the cation metal (Deacon et Phillips, 1980).
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The carboxymethylstarch derivatives (CMHAS#1-3) had a difference of 180 cm™ between their two bands,

significative of ionic interaction with the Na* (El Halah et Lopez-Carrasquero, 2020).

Table B.2

ATR-FTIR assignation of new bands for modified starches

Native starch

Bands assignation

Hylon VII° 3317 v(O-H)
Starting 2919 v,5(C-H) methylene of C-CH,-OH
material 2881 v(C-H) of CH
1646 6:(0-H) bending in H-OH (Wang et al., 2004)
1457 &:(C-H) sym. def. of CH;(Cs)
1415 w(C-H) wag (out-of-plane bending) of CH;
1336 p(O-H) rocking in C-O-H and &:(C-H) methyne of R-CHOH-R (Nandiyanto et al.,
2019)
1245 &4(C-H) methyne of R-CHOH-R and (C-0O) def. of C-OH (Cael et al., 1975)
1150 v(C-0) stretch of C-OH
1080, 1040, 1022, 995 v(C-O) stretch in C-O-C and C-O-H
Modified New bands at pH 7 after | New bands after protonation pH 3.2,
starches modification, carboxylic acid form

carboxylate form

Litterature

C=0 vas(1510-1650), vs(1280-1400) v(C=0) stretching ~ 1700-1725

carboxyl 64(0-H) bending ~ 1395-1440 (not observed)
v(C-0) bending ~1320-1210
HAS-CL20 No change Not done
CMHAS#1 1601 va5(C=0) in COO~ 1733 v(C=0) in COOH
CMHAS#2 1596 v.5(C=0) in COO~ 1725 v(C=0) in COOH
1413 v¢(C=0) in COO~ 1239 v(C-0) bending in COOH
1330 &¢(C-H) in -O-CH,-CO0~
CMHAS#3 1595 v,,(C=0) in COO"~ 1733 v(C=0) in COOH
CMHAS- 1592 v,,(C=0) in COO"~ 1730 v(C=0) in COOH
CL10#2 1410 vs(C=0) in COO~ 1240 v(C-0) bending in COOH
AECMHAS 1590 v.5(C=0) in COO"~ 1730 v(C=0) in COOH
1403 v(C=0) in COO~ 1240 v(C-0) bending in COOH
TMACMHAS- | 1592 v,5(C-O) in COO~ 1728 v(C=0) in COOH
CL10 1413 v¢(C=0) in COO~ 1236 v(C-0) bending in COOH
1324 64(C-H) in -0-CH,-COO~
Vivastar 1586 Vas(C-0) in COO™ | 1733 v(C=0) in COOH
1410 v¢(C=0) in COO~ 1362 6:(C-H) in -O-CH,-COOH
1320 64(C-H) in -O-CH,-COO"~ 1232 v(C-0) bending in COOH
cmcC 1590 v.5(C=0) in COO"~ 1730 v(C=0) in COOH

1413 v4(C=0) in COO~
1326 85(C-H) in -O-CH,-COO"~

1365 65(C-H) in -O-CH,-COOH
1234 v(C-0) bending in COOH

vs = symmetrical stretch, v.s = asymmetrical stretch, 6 = bending (scissoring in-plane), p = rocking (in-plane

bending)

167




Spectra of the carboxymethyl starch in the acid form - After protonation, both bands of the C=0
disappeared and new bands raised, such as a prominent one at 1725 cm for v(C=0) of carboxylic acid was
found for all derivatives (0.15-0.9). The band v(C-O) at 1240 cm™ was second to appear starting with DS
0.2. The band 84(C-H) at 1365 cm™ was seen starting with DS 0.38.

Impact of the cross-linking on the FTIR spectra - Insertion of phosphate groups should bring new bands
into the FTIR spectra but the cross-linking degree is often low. For cross-linked starches, the bands (C-O,
C-H and C-C) are strong in the same regions where P-O bands should appear. For mono-alkyl phosphate,
the P-O bond was reported at 1639 cm™ (Ye et Yan, 2010), overlapping with the water H-OH band. The
P=0 band is expected at 1152 cm™and the P-O-C at 1015 cm™. All these regions were strongly overlapped

by those of starch but the bands (i.e. 1590 cm™) used for calculation of the DS were not impacted.

The ampholytic derivatives - After carboxymethylation and substitution with aminoethyl or glycidyl
trimethylammonium functions, the bands 1592, 1413 and 1324 cm™ were the same as for the CMHASs,
but with greater intensity. The bands related to the AE and TMA functions were weaker and overlapped
by the CM and starch bands. At a higher DS, a band was observed at 1481 cm™ ascribed to the C-H of the
trimethylammonium group (Pi-xin et al., 2009; Yang et al., 2014a) but was indistinct for TMACMHAS-CL10.
For AECMHAS, the band at 1590 cm™ was strong, overlapping at 1640 cm™. It was reported that N-H stretch
may occur around 1560 cm™ (Tarchoun et al., 2020). It was completely shifted to 1730 cm™ after
protonation, suggesting that it was solely related to COO™. The AECMHAS also showed a new band at 1403
cm for C-H of the CM group as for other CM-substituted samples with moderate DS. It also seemed shifted
to 1240 cm™ after protonation. For TMACMHAS, the new bands were markedly distinct (table 2, figure S3),

whereas in literature, only a faint (weak) new band at 1482 cm™ was reported (Li et al., 2015).

B.3.2.1. Impact of the spectra correction on the ratios

When using the absorbance intensity only, without a reference band, the correlation was low (0.94-0.97),
including or not the CMC. To minimize the variation of the band intensities, the possibility of using specific
band ratios to calculate a DS#r was investigated. Then, it was found that the parameters of the baseline
could have an impact on the band ratios. The baseline correction is done by selecting points on the spectra
to use as 'zero' baseline. For the samples to be comparable, these baseline points must not vary regarding
the changes in the sample. In the spectra of low-DS CMS, the minima at 1500 cm-1 seems intuitively a

good baseline point but as the DS increases, its absorbance value increases due to the base of the
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carboxylate band overlapping (Figs. B.3 and B.S1). For these reasons, it is clear that the baseline had an

important impact on the intensity values of the bands.

The ratios of the band at 1590 cm™ to other selected reference bands were investigated in relation with
the DS, before and after correction with a baseline. The correlation was good for second order quadratic

regression when using the synthesized derivatives and Vivastar® (Fig. B.4).

At high DS, new bands were observed at 1416, 1335 and 1243 cm™. Reference points were selected
between these bands at 1455, 1360 and 1300. This region is close to the carboxylate band and less
susceptible to spectral change in intensity. The C-H bands (2925 cm™ and 2887 cm™) may be impacted by
the intensity of the O-H region over 3000 cm™ that seemed to vary with the sample state (granule, powder),
probably due to the level of organization; in the granule, the organization is higher, the hydroxyls are less
available for hydrogen bonds with moisture. In the disorganized powder, the chains are more loosely

arranged, the hydroxyls are more accessible by moisture and together will form stronger hydrogen bonds.

The baseline point at 1500 cm™ was impacted by the presence of new chemical functions and generated
different ratios when using the bands 1640 cm™ or 1455 cm™ as references. At low DS, using this point or
not had no impact but at high DS, the absorbance increased at 1500 cm™ due to the large, flared base of
the carboxylate band at 1590 cm™. Using a baseline with or without point at 1500 cm™, the R? values were
above 0.99, whereas without baseline they were between 0.98 and 0.99. It is possible that applying the

baseline point at 1500 cm™ could prevent the impact of the new modifications on the band ratios.

In case of samples having both salt and acid forms, the band at 2925 cm™ was considered. The C-H bands
2925 cm™ and 2887 cm™ after baseline correction may be good references for ratio calculation to estimate
the DS for any polysaccharide with CM functions. The band at 2887 cm™ was changed in CMC. The band

at 2925 cm™ was considered a better reference. At high DS, most of the bands were changed.
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Figure B.4 Relation between the FTIR ratios and the DS obtained by back-titration for A) the
normalized spectra, B) the spectra with baseline with point at 1500 cm™ and C) spectra with baseline
having no point at 1500 cm™.

B.3.2.2. Determination of the DS of ampholytic starches using the quadratic regression

The best correlation coefficients were obtained with the baseline including the point at 1500 cm™ (R%>0.99).
The ratios obtained for both ampholytic starches are shown in fig. B5. Using the corresponding quadratic

regression (2" order) obtained in fig. 4B, the DS¢rir were calculated and those with r2>0.995 were reported

in table B3.
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The different DS values found with these bands may suggest that some would be impacted by the multiple
modifications. The ratios 1590/2887 and 1590/1670 gave the best estimation of the DS, closer to the

DS:itr values and may be more accurate to estimate the DS of starch with multiple modifications.

B.4. General discussion

Using samples and commercial products that had already their DS measured by back-titration, the
calibration curves of the un-protonated samples were generated (Fig. 5). This method to estimate the DS
with FTIR relies on using non-protonated samples (salt form) with known DS in each experiment to
generate a standard curve. Such samples with determined DS may be stored and will remain useful
standards. Vivastar® and other potato starch-based materials as well as some corn starch samples were
analyzed (CM-potato or corn starch, cross-linked or not). Therefore, this method seemed useful for any
type of starch and enough precise for determination of low DS. The equation was that of quadratic
regression (Eqg.1), using the a, b and c variables given by the best-fitting parabola of the calibration curve

of each band ratio in Excel.

Baseline with point at 1500

10 4 + 1208 Vivastar®
= 92 o 2887 !
'% 8 - .« 1241
2 7 4 s 1270
S~
S 6 - * 1300
\n 5 - 1360 ®
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Figure B.5 Standard curves using different reference bands. The ratios obtained for the ampholytic

starches are shown on the calibration with the best correction parameters (baseline with additional point
at 1500 cm'?).
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Table B.3 DS:ir calculated by regression (2™ order) using the ratio of the carboxylate band 1590
cm* with different reference bands , compared to the DS DS obtained using the CMS standard curve.

DSt DS iitr

Reference band 2887 1360 1300 1270 1241 1205 -
AECMHAS 0.24 0.19 0.31 0.15 0.23 0.34 0.22
TMACMHAS-CL10 0.39 0.34 0.45 0.27 0.40 0.60 0.35

The DS has no impact on the ratio when the absorbance value of the reference band remains unchanged
when comparing between different DS. It was also possible to determine the moderate DS of commercial
CMC using band ratios that were not impacted by the higher DS (mainly 1590/2887 and 1590/1670) and
they could be used to dress calibration curves to determine the DS of other polysaccharides. This was valid
for DS ranging between 0 and 1 substitution for each glucose unit (maximum of 3), more precisely 0.0 to

0.5.

Obtaining DS values by back titration that correlate with the carboxylate band was more difficult in
presence of protonated or partly protonated material and seems a challenge for all carboxylic compound.
Using protonated HCMC gave DSwr values with considerable deviation from the DSiy. This is mainly
because the baseline is affected by the new band of C-O in COOH around 1725 cm™. A good baseline relies
on areas of the spectra that vary the less between samples, i.e. where there is no absorption band or when
it is a flat, bottom part of the spectra. When using protonated materials, the position for the baseline point
around 1800 cm™* would need to be investigated because it changes from a valley to a band edge. At high

DS, the band 2925 cm™ seemed more accurate than the band 2887 cm™. At low DS, this was not observed.

The obtained DSt showed variation but a few selected ratios gave results close to the DSitr. The DSk
calculated from the ratio 1590/1205 was the same as the DS for AECMHAS but for TMACMHAS-CL10, it
was far from the DSy This could be related to the ammonium function impacting the band at 1590 cm™.
It was not seen for AECMHAS. It also seemed that the application of a baseline with a point at 1500 cm™
improved the correlation of DSgir with DSy for the sample with ammonium functions (i.e. TMACMHAS-
CL10). The cross-linking had no impact on the ratios, at least for the samples in this study with a low cross-
linking degree. The DSsir of the ampholytic starch with aminoethyl functions was close to the DSt The

correlation was less for TMACMHAS-CL10.
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To summarize, at DS < 0.5, the region 1700-1200 was valuable. At DS > 0.5 and for protonated samples,
2925 and 2887 were good alternatives. Protonation can be observed by appearance of a new band around

1730 cm™.

B.5. Conclusion

For ATR-FTIR, the sample are presented as is, easy to clean, no KBr, rapid and with a good resolution.
Valorisation of ATR-FTIR-based methods would be useful for many researchers. In this report, a rapid
method was developed using ATR-FTIR. It was easily applicable to high amylose starch (HAS) as well as for
starch of other sources. It was more convenient than the back-titration that involves slow gelatinization in
case of HAS. The ratios 1590/2887 and 1590/1670 gave good correlation with the DSs. It was easy to build
a calibration curve for every ratio by using salt form of CMS (or CMC) samples of known DS. The FTIR
intensity of the carboxylate band was representative of the DS of the CM functions. The application of a
baseline increased the accuracy. The parameters of the baseline were found to have an important impact
on this accuracy. As the ratios may vary due to changes in the detector sensitivity, the standard curve may

be valid for a while, but it would be suggested to reanalyse the standards after a couple of days.

For ampholytic starches, the estimated DS obtained using the ratio 2590/2925 was in good agreement
with the DS obtained by back-titration. The band 1590 cm™ was not impacted for aminoethyl function the

but seemed to increase in presence of the trimethylammonium functions.
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Abstract: Carboxymethyl starch (CMS) and carboxymethyl cellulose (CMC) loaded by highly dis-
persed metal subnanoparticles (MSNPs) showed antibacterial activity against E. coli and B. subtilis
strains. Copper and silver were found to act in both cationic and zero-valence forms. The antibacte-
rial activity depends on the metal species content but only up to a certain level. Silver cation (Ag*)
showed higher antibacterial activity as compared to Ag’, which was, however, more effective than
Cu’, due to weaker retention. The number of carboxyl groups of the biopolymers was found to
govern the material dispersion in aqueous media, the metal retention strength and dispersion in the
host-matrices. Cation and metal retention in both biopolymers was found to involve interactions
with the oxygen atoms of both hydroxyl and carboxyl groups. There exists a ternary interdependence
between the Zeta potential (ZP), pH induced by the biocidal agent and its particle size (PS). This
interdependence is a key factor in the exchange processes with the surrounding species, including
bacteria. Clay mineral incorporation was found to mitigate material dispersion, due to detrimental
competitive clay:polymer interaction. This knowledge advancement opens promising prospects for
manufacturing metal-loaded materials for biomedical applications.
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1. Introduction

Excessive use of conventional organic antibiotics was already recognized as favor-
ing pathogenic microorganism resistance with negative impact on animal and human
health [1-4]. Nowadays, this is regarded as being a major environmental issue. The use of
highly dispersed metals could be an interesting avenue to explore, since metal nanopar-
ticles (MNPs) have a broad-spectrum activity being efficient against both Gram-positive
and Gram-negative microorganisms [5,6]. Their non-selective toxicity arises from the pro-
duction of a wide variety of reactive oxidative species (ROS) through the oxidative stress
induced on microorganisms.

Among many other metals, copper and silver already showed antibacterial activity [6-11]
and anticancer properties [12]. These features were found to be improved by high contact
surface with microorganisms, but their tendency to aggregate [13-15] is known to affect their
toxicity toward bacteria [16,17]. High dispersion into the smallest particles possible by using
suitable host-matrices or surfactants bearing highly chelating groups can prevent this draw-
back [6,18-26]. Therefore, the synthesis of metal subnanoparticles by using carboxymethylated
biopolymers was the target of the present work. The novelty core resides less in the synthesis
of metal subnanoparticles than in an original approach to correlate the interactions involved
between the incorporated metal and the host-matrices with their antibacterial activity. Such
an approach has not been tackled so far.

Antibiotics 2022, 11, 439. https:/ /doi.org/10.3390/antibiotics11040439
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