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Résumé

L’objectif initial de ce travail était de préparer et de caractériser les microspheres d’alginate
chargées d’un principe actif en utilisant la méthode d’émulsification/gélification externe. En
effet, et a cause de 1’épidémie du Corona virus, cet objectif a été réorienté ou nous avons traité
un travail de recherche réalisé sur 1’encapsulation de furoate dediloxanide (DF)par la méthode

d’émulsification/gélification externe.

Les parametres dont dépend les caractéristiques physico-chimiques et biopharmaceutique des
microsphéres d’alginate sont: la vitesse d’agitation, les concentrations: d’alginate, de

chlorure de calcium, de furoate de diloxanide et de span 80.

Les résultats obtenus par le chercheur ont montré qu’une efficacité d’encapsulation maximale
(73.82%) est atteinte pour une vitesse d’agitation de 1000 tr/min, des concentrations :

d’alginate, de CaCly, de FD et de span 80 de : 5%, 2 M, 1% et 1% respectivement.

Ainsi, il a été démontré que ’alginate de calcium a retardé la libération du FD aux pH 1.2 et

4.5 puis ce dernier a été libéré a pH 7.4.

Mots clés : Alginate, Emulsification, Encapsulation, Furoate de doloxanide, Gélification

externe, Microspheére.



Abstract

The initial objective of this work was to prepare and characterize the alginate microspheres
loaded with an active ingredient using the emulsification / external-gelation method. Indeed,
and because of the Corona virus epidemic, this objective was reoriented where we dealt with a
research work carried out on the encapsulation of dediloxanidefuroate (DF) by the
emulsification / gelation-external method.

The parameters on which the physicochemical and biopharmaceutical characteristics of
alginate microspheres depend are: stirring speed, concentrations: of alginate, calcium
chloride, diloxanidefuroate and span 80.

The obtained results by the researcher have shown that a maximum of encapsulation
efficiency (73.82%) was achieved for a stirring speed of 1000 rpm/min and concentrations :
of alginate, CaCl,, FD and span 80 of: 5%, 2 M, 1% and 1% respectively.

Thus, it was shown that calcium alginate delayed the release of FD at pH 1.2 and 4.5, then the
latter was released at pH 7.4.

Keywords: Alginate, Emulsification, Encapsulation, Doloxanidefurate, External gelation,

Microsphere.
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Parmi les voies les plus commandes et les plus utilisées on trouve la voie orale. Pour cela la
pharmacie galénique moderne a développé de nouvelles formes de médicament afin de

protéger le principe actif de la dégradation par les enzymes digestives.

Le principe actif une fois administré par la bouche, il passe rapidement a la partie gastro-
intestinale. Cette voie présente quelques inconvénients lorsqu’il s’agit d’administrer des
principes actifs qui sont caractérisés par une faible biodisponibilité et qui sont peu stables en

milieu physiologique [1].

Pour cela, une nouvelle stratégie thérapeutique a été développée afin d’augmenter la
biodisponibilité orale des médicaments de certains principes actifs. Il s’agit de I’encapsulation
du principe actif dans des matériaux polymeres biodégradables [2]. En général, dans
I’industrie pharmaceutique, I’encapsulation vise a réduire la toxicité et les effets secondaires
d’un principe actif, & augmenter sa stabilité¢ et a favoriser une libération préconisée dans
I’organisme. Elle permet ainsi de réduire I’irritation du tractus gastro-intestinal due a des

médicaments administrés par voie orale [3].

De ce fait, I’encapsulation est parmi les préparations pharmaceutiques en cours d’élaboration
par les grandes firmes médicamenteuses, qui consiste a encapsuler selon un procédé
déterminé un principe actif dans une autre matiére inactive afin d’améliorer les propriétés de

conservation, de présentation et de biodisponibilité [2].

Certains polysaccharides naturellement issus de certaines variétés d’algues marines brunes
comme les alginates sont utilisés dans le domaine médical. Grace a ses propriétés de
biocompatibilit¢ et de biodégradabilité, I’alginate de sodium est utilis¢é dans la libération

contr6lée des principes actifs encapsulés [4].

C’est dans ce contexte que s’inscrit la présente étude dont 1’objectif principal était la
formulation d’un systéme d’encapsulation a base d’un biopolymére polysaccharide, 1’alginate
de sodium, du principe actif ‘kétotiféne fumarate’ : médicament antiallergique puissant par un
fort effet antagoniste sur le récepteur de I’histamine. La méthode utilisée pour la mise au point

de ce systéme est composite : ¢’est 1’émulsification suivie de la gélification externe.

Dans cette optique, notre meémoire est structuré en quatre chapitres :
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e Le premier chapitre regroupe des généralités sur les maladies allergiques (définitions
et principaux types des maladies allergiques). La molécule de kétotiféne fumarate sera

prise comme exemple des principes actifs antihistaminiques ;

e Le deuxieme chapitre consiste a présenter les notions de base de 1’encapsulation, ou
les différentes méthodes d’encapsulation ainsi que les intéréts pratiques de
I’encapsulation seront détaillés ;

e Dans le troisiéme chapitre, un apercu sur la méthode d’émulsification-gélification sera
mise en évidence, dont les principaux travaux visant a appliquer cette technique seront
présentés. Ainsi, ’analyse d’un article scientifique s’articulant vers 1’application de
I’émulsification/gélification externe du furoate de diloxanide sera mis en détail ;

e Le quatrieme chapitre incluant la partie expérimentale, il résume I’ensemble du

matériel utilisé et les méthodes appliquées lors de cette étude.

Enfin ce manuscrit se termine par une conclusion générale et des perspectives pouvant étre

réalisées dans le futur.
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Chapitre I : Les antihistaminiques

1. Introduction

L’allergie est une affection mondialement répondue. Elle a été présentée comme le mal du
XXM siecle. En effet, le nombre des cas d’allergie est en nette et constante augmentation.
Ceci est di aux modifications de I’environnement au sens large: facteur alimentaire,
écologique, mode de vie, etc. La progression exponentielle de la production, de la
consommation et des transports s’est accompagné de nombreuses innovations techniques qui
sont a I’origine de I’augmentation du nombre de personnes allergiques.

Les allergies, qu’elles soient cutanées (eczéma, urticaire), respiratoire (rhinite, asthme), ou
oculaire (conjonctivites), concernent un grand nombre de professions et de secteurs
d’activité [5].

Les manifestations allergiques sont dues a une exposition, méme aux faibles niveaux, a un
agent sensibilisant, pouvant étre chimique ou biologique, d’origine animale ou végétale [6].
En effet, le symptdme, le plus souvent se manifestent tous d’abord localement, sur les organes
ou les parties de I’organisme en contact avec cet allergéne (peau, ceil, nez, bronches alvéoles
pulmonaire, etc.) et peuvent ensuite s’étendre a tout I’organisme.

Ces symptomes peuvent persister méme apres arrét de 1’exposition allergéne (cause
d’allergie), comme dans certains cas d’eczéma. Ils ont tendance a s’aggraver avec le temps,

lorsque le contact avec I’allergéne est répété, prolongé au constant [7,8].
1.2. Géneralites
1.2.1. Définition

Le mot : allergie a été utilisé pour la premiere fois en 1906 par Clemens Vos Piquet, qui
désigna ce mot comme étant compose : (Allos) et (ergos) qui signifient une : autre fagon de
réagir, [8].

Apres, une définition du mot allergie a été précisée, il s’agit de la réactivité différente pour
I’héte rencontrant un agent pour la deuxié¢me fois [8].

Actuellement, le terme d’allergie est utilisé pour décrire une réaction excessive a des
substances de 1’environnement [2], qui sont inoffensives pour la plupart des gens mais qui
induisent une réaction immunitaire a 1’origine de divers symptomes chez les personnes
prédisposees [9].

1.2.2. Types de maladies allergiques

Parmi les réactions communément connues qui se manifestent sous une forme allergique :
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a- L’asthme
L’asthme du grec asthme, elle est définie comme étant une maladie du systeme respiratoire
touchant les voies aériennes inférieures et notamment les bronchioles, elle est classée comme
étant une géne respiratoire a I’expiration.
Une autre définition plus large de 1’asthme est selon ’OMS : c’est un désordre inflammatoire
chronique de voies aériennes dans lequel de nombreuses cellules et éléments cellulaires sont
responsables d’une augmentation de I’hyperréactivité bronchique variable, souvent intense et

généralement réversible qui se manifeste spontanément ou sous 1’effet d’un traitement [10].

a. La rhinite allergique
C’est une inflammation des muqueuses nasales d’étiologie. Selon la durée de I’exposition a
L’allergene, la rhinite allergique peut étre classée comme chronique, saisonniére ou
professionnelle. Cette affection est tres souvent associée a une physiopathologie dépendante
des immunes globines E. Le premier contact avec 1’allergéne correspond a une phase de
sensibilisation, les contacts ultérieurs, dits déclenchant, induisent des manifestations souvent
bi-phasiques, la phase immédiate est caractérisée par des éternuements, un prurit nasal, une
rhinorrhé aqueuse et une obstruction nasale. D’autres éléments tels que la toux, les signes
oculaires (picotement, larmoiement, prurit oculaire), I’irritation pharyngée et la géne
respiratoire peuvent aussi étre accompagnes [11].

b. L’eczéma
L’eczéma est une dermatose prurigineuse caractéris€ée par une inflammation non contagieuse
de la peau qui s’accompagne de rougeurs, de fines vésicules, de démangeaisons. Le
mécanisme de I’eczéma est mal compris, parce qu’il touche a la fois le systéme immunitaire
et les cellules de la peau qui agissent comme barriere pour les allergenes. L’eczéma est un
signal d’un désordre de nature génétique, mais des facteurs environnement tels que la
présence d’irritants chimiques ou le stress influencent son apparition.
Les personnes atteintes connaissent des périodes communément appelées poussées d’eczéma,
ces poussées possedent des durées variables, elles sont entrecoupées de périodes de
réémission. L’eczéma est souvent associ¢ a 1’asthme ou aux d’autres réactions allergiques

[12].

1.2.3. Manifestations cliniques des allergies
La réaction allergique se manifeste de différentes fagons. A c6té du choc anaphylactique qui
est I’expression la plus grave de ’allergie, se positionnent les manifestations respiratoires,

cutanées, muqueuses et digestives [13].
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a. Les urgences allergologiques

- Le choc anaphylactique : Le choc anaphylactique est un trouble hémodynamique
grave, résultant le plus souvent de D’activation des immunoglobine E présentes sur les
basophiles et les mastocytes. L’efficacité du traitement dépend de sa reconnaissance rapide et
de I’injection immédiate d’adrénaline, associée aux mesures de remplissage vasculaire [14].

- L’eedéme de Quincke : il est li¢ a une hypersensibilit¢ immédiate de type 1.C’est
une crise allergique dangereuse et violente, il s’agit d’un cedéme du tissu sous-cutané touchant
généralement le visage, il se traduit par un gonflement avec une coloration rose ou rouge pale,
dyspnée et insuffisance de la circulation sanguine. Dans certains cas ou 1’cedéme touche la
gorge, des troubles respiratoires peuvent survenir et un traitement urgent est nécessaire [15].

- Etat mal asthmatique :1l se caractérise par la crise sans aucune réémission au-
dela de trois jours, la résistance a toutes les thérapeutiques et des signes cliniques de gravite.
Trois éléments cliniques sont dominants dans le déterminisme de la détresse respiratoire aiglie
de 1’état de mal: I’encombrement bronchique muqueux, la thérapeutique calmante
intempestive, dont la nocivité est due a la fois a la dépression respiratoire centrale et a la
sédation de la toux qui entraine une aggravation de I’encombrement bronchique [15,16].

b. Les manifestations respiratoires

- Larhinite allergique

La rhinite allergique représente un probleme de santé publique, car la fréquence des rhinites
allergiques est élevée de plus de 25 % des sujets dans les zones urbaines des pays en voie de
développement. Ainsi, en 2008, plus de 500 millions de personnes souffrent de rhinite
allergique En France. Elle est de plus en augmentation constante, comme 1’ensemble des
maladies allergiques [17].

Il est important de souligner que la rhinite allergique est considérée comme un facteur de
risque pour I’asthme. Une personne souffrant de rhinite allergique est 3 fois plus exposées au
développement d’un asthme qu’un patient non allergique. De maniére symétrique, la quasi-
totalité (70%) des sujets asthmatiques ont une rhinite associée [17].

- L’asthme allergique

L’asthme représente un probléme majeur de santé publique avec une prévalence en
augmentation ces 30 derniéres années dans les pays industrialisés. C’est une maladie
multifactorielle, présentant un large spectre de manifestations cliniques. Les phénotypes

objectivement mesurables intervenant au déférent stade du processus physiologique tels
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que :le taux d’immunoglobuline E, la réponse aux allergénes, le nombre d’éosinophile, les
mesures de la fonction vésicatoire et de la réactivité bronchique [18].

c. Les manifestations cutaneo-muqueuses

- La dermatieatopique

Les différentes réactions de la dermatite atopique sont représentées sur le schéma de la figure
I.1. Ces manifestations peuvent étres de deux formes :
- Forme allergique igE- dépendante ou eczéma atopiques, elle s’accompagne des
sensibilisations vis-a-vis des allergénes alimentaires et/ou de 1’environnement, d’une
association avec une autre manifestation allergique.
- Forme non allergique ou eczéma non-IgE dépendante : Elle affecte les patients dont le taux

sérique d’igE est faible et chez lesquels aucun allergéne sensibilisant ne peut étre détecté [19].

Dermatite

l l |

Eczéma Dermatite de contact(DC) autres formes de dermatite
Eczéma atopique  Eczéma non atopique l
DC allergique
v

DC non allergique

Figure 1.1.Manifestations de la Dermatite atopique [19].

- L’eczéma de contact

Elle fait intervenir un processus d’hypersensibilité retardé et associé€ a une €ruption de plaques
rouges, de petites vesicules a sérosités claires et un prurit, elle se développe ensuite en des
ruptures des vésicules avec formation de crolites. Parmi les acteurs de I’eczéma de contact,
une hapténe qui est une substance chimique réactogene non immunogéne quand elle est seule
[14]. Une haptene peut devenir immunogene, apres sa fixation a un porteur qui est le plus
souvent une protéine. Les hapténes peuvent €tre d’origine trés diverse : végétale (lactones,
huiles essentielles. . .), animale (lanoline. . .), synthétique (certains parfums. . .), métallique
(nickel. . .), médicamenteuse (aminosides, pénicillines) [20].

- L’urticaire allergique
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L’urticaire est une allergie qui se manifeste au niveau de la peau par un cedéme dermique. Il
survient rapidement apres I’ingestion d’un médicament ou d’un aliment et se manifeste par
des Iésions cutanées sous forme de petites papules rouges ou de plaques en relief sur la peau
[16,21].
- La conjonctivite allergique

Elles sont souvent associées a d’autres manifestations de 1’atopie comme la rhinite ou
I’asthme. Les conjonctivites allergiques sont regroupées en cing formes cliniques [22]:
-Les conjonctivites saisonnieres et per annuelles.
-La kératoconjonctivite vernale.
-La kératoconjonctivite vernale atopique.
-La conjonctivite gigantopapillaires.
-Les réactions d’allergie de contact avec des atteintes palpébro-conjonctivales.

d. Les manifestations digestives
Elles sont observées lors d’une allergie alimentaire qui peut se traduit par des signes digestifs
ou extradigestifs. Les signes sont variés, ils peuvent étre des nausées, des vomissements, des

troubles du transit, des douleurs abdominales, etc. [16,13].

1.3. Médicaments antihistaminiques
1.3.1. Définitions

a. L’histamine

L'histamine est un neuromédiateur largement impliqué dans les phénomenes inflammatoires
et allergiques. Dans le corps, I’histamine est synthétisée a partir d'un acide aminé : histidine,
ou elle est stockée principalement dans des cellules immunitaires et les mastocytes, qui la
libérent lorsqu'ils sont stimulés par la présence d'un corps étranger comme un allergéne. Apres
la libération de I'nistamine, elle agit en se fixant sur des récepteurs cellulaires qui lui sont

propres. Ces récepteurs existent sous deux formes :

« Récepteurs de type 1 (H1): ils sont présents dans tout le corps, ils provoquent les
symptomes allergiques et ils sont impliques dans l'inflammation (figure 1.2).
« Récepteurs de type 2 (H2) : ils sont présents au niveau de la paroi de I'estomac et sont

responsables de I'acidité gastrique.
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Figure 1.2. Récepteur de I’histamine H1 et action de 1’antihistamine [25].

b. Les antihistaminiques
Un antihistaminique est un médicament qui sert a réduire ou a éliminer les effets de
I’histamine. Ce médiateur chimique endogene est libéré notamment lors de réactions
allergiques. Il est impliqué dans la régulation de la vigilance et dans la sécrétion gastrique.
Les antihistaminiques sont utilisés pour leurs propriétés antagonistes de ’histamine. Ces
agents antagonistes peuvent étres des antagonistes compétiteurs des récepteurs H1, des

antagonistes compétiteurs de récepteurs H2 ou d’autres types d’antagonistes [23].

1.3.2. Classification

a. LesantihistaminiquesH1

Ces antihistaminiques englobent ceux de lal®®et de la 2°™génération, ils sont des bloqueurs
du récepteur H1 a I’histamine. Ils sont actifs dans les cas d’allergie comme les symptomes de
rhinite (en dehors de 1’obstruction nasale), de conjonctivite, sur le prurit, sur les nausées et les
vomissements. Ils n’ont aucun effet significatif sur I’asthme. Les antihistaminiques H1
englobent les groupessuivants : alkyl amines, éthanol amine, Ethyléne diamines,

phénothiazines, pipérazines et pipéridines.

Ils sont généralement a base des sous-groupes suivants : cétirizine et loratadine.

L’hydroxyzine, la dexchlorphéniramine et la prométhazine [24].

b. Les antihistaminiques H2 :
Ils agissent sur les récepteurs H2. Ils sont indiqués en cas d’ulcére de I'estomac et

du duodénum, mais également en présence d'un reflux gastro-cesophagien et d'acidité
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gastrique. Ils agissent de maniere limitée surles symptdbmes allergiques. Ces
antihistaminiques peuvent prévenir les ulcéres de stress survenant parfois apres certaines
interventions chirurgicales. Des effets indésirables de quelques antihistaminiques H2 comme
la cimétidine peut étre détectée, il s’agit particuliécrement de la néphrite interstitielle et
d'hépatite. La cimétidine retarde le métabolisme hépatique de divers médicaments, notamment
des anticoagulants coumariniques, de certaines benzodiazépines, de certains -bloquants, de
la phénytoine et de la théophylline [25].

Parmi les molécules les plus courantes : cimétidine, famotidine, nizatidine, ranitidine.

c. Autres antihistaminiques

Les autres antihistaminiques peuvent étre compétitifs ou non compétitifs. Parmi ces derniers
ceux les atypiques car ils empéchent la transformation de 1’histidine en histamine en inhibant

I’activité enzymatique de 1’histidine décarboxylase.

Les antagonistes anti cholinergiques sont des inhibiteurs compétitifs. Ils sont utilisés dans le
traitement de la broncho pneumopathie chronique obstructive. En cas d'asthme, ils peuvent
exercer un certain effet additif et constituent une alternative thérapeutique en cas de contre-
indication aux P2-mimétiques. La forme aérosol permet de réduire les effets indésirables
génants qui se manifestent lors de lI'usage des anticholinergiques par voie générale (sécheresse
de la bouche, troubles de I'accommodation et de la miction) [26].

1.3.3. Mécanisme d’action

a. Les antihistaminiques H1

Les caractéristiques pharmacocinétiques des antihistaminiques H1 sont peu connues en raison

de I’ancienneté d’un grand nombre de molécules et de leur relative bonne tolérance.

Ces médicaments ont une biodisponibilité moyenne, une demi-vie variable (pouvant étre
prolongée, jusqu’a 30 heures). Ce sont des molécules lipophiles, ils passent la barriere
hémato-encéphalique, expliquant leur effet sedatif, contrairement aux antihistaminiques
récents.

Du point de vue pharmacodynamique, les antihistaminiques H1 présentent les effets cliniques

suivants ;

- Effet anxiolytique.

- Effet sédatif.
- Effet antinaupathique.
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- Effet anticholinergique, certains antihistaminiques peuvent étre considérés comme
dépourvus d’activité anticholinergique au niveau des récepteurs muscariniques.

- Effet adrénolytique : cet effet est présent chez le groupe des phénotiazines qui se manifeste
par une hypotension orthostatique.
En effet, autres effets pharmacologiques de ces substances est refletent par le blocage en regle

générale d’autres types de récepteurs, sérotoninergiques, adrénergiques o, muscariniques, etc.

[27].
b. Les antihistaminiques H2

Les antihistaminiques H2 diminuent donc la sécrétion acide gastrique en bloquant les
récepteurs de I’histamine au niveau de la cellule pariétale, sans toutefois la supprimer
totalement puisqu’elle peut étre provoquée par d’autres messagers. Ils réduisent donc 1’acidité
gastrique un peu moins que les inhibiteurs de la pompe a protons (IPP) (90 % contre 100 %).
De plus, leurs effets indésirables peuvent étre tres séveres. lls peuvent entrainer une

bradycardie (blocage des récepteurs H2 cardiaques) [26].
|.4.Kétotifene fumarate
1.4.1.Définitions

Le fumarate de kétotiféne est un médicament anti-allergique puissant. Sa molécule contient a
la fois une structure tricyclique est une structure de pipéridine (figure 1.3).

La molécule de fumarate de kétotiféne se caractérise par un fort effet antagoniste sur le
récepteur de I’histamine HI et par un effet inhibiteur de la libération du médiateur de la
réaction allergique. Comme elle inhibe la libération de divers types de médiateurs des
mastocytes, des basophile et des macrophages, y compris la libération de substances a

réaction lente et d’autre substances actives [28].

La molécule de fumarate de kétotiféne appartient a la famille des antihistaminiques H1 de la
1% génération du groupe des pipéridines. Elle est indiquée dans le traitement symptotique de

I’asthme et 1’atopique (prophylaxie).
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Figure 1.3. Structure chimique de la molécule de fumarate de kétotiféne, [29].
1.4.2. Propriétés physicochimiques

Les différentes propriétés physico-chimiques de la molécule active du fumarate kétotiféne

sont données sur le tableau I.1.

Tableau 1.1. Propriétés physico-chimiques de kétotiféne fumarate [29].

Proprieté Résultat

Masse moléculaire 425.5 (g/mol)
Poudre cristalline blanche (ou jaune

Aspect clair), inodore, gout amer.
Eau, éthanol : peu soluble
Méthanol : facilement soluble

Solubilité Chloroforme : trés soluble
Acétone : tres peu soluble

pka 8.43 £0.11

Point de fusion 192 °C

pH(10g /1) a 25°C 3.0-4.0

1.4.3. Formes galéniques

Actuellement le kétotifene fumarate existe sous trois formes pharmaceutiques : sirop,
comprimeés pelliculées et gélules.
Ces médicaments sont destinés aux différentes catégories allant du nourrisson a 1’adulte et

ceci aux doses variées.
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L’organigramme de la figure 1.4 récapitule les différentes formes galéniques.

)

Kétotifene fumarate
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- enfant plus de 4 ans
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Figure 1.4. Organigramme schématisant les formes galéniques du médicament a base

kétotifene fumarate.
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I1.1.Introduction

Ces derniéres années, les microparticules ont fait leurs apparitions dans nombreux domaines

d’application aussi divers que 1’industrie pharmaceutique, le cosmétique et I’agroalimentaire.

A coté du développement des principes actifs proprement dits, le conditionnement du produit
s’avere aussi important. La recherche de la forme la plus efficace de principe actif et leur

prévention contre la détérioration : c’est le but majeur de I’encapsulation.
11.2. Généralités
11.2.1. Définition

La microencapsulation est un procédé par lequel il est possible de produire des

microparticules individualisées.

C’est une technique de protection de fines particules (a 1’état solide, liquide ou gazeux)
appelées aussi matiére actives a 1’aide d’une matiére enrobant par formation de particule de
taille micrométrique compris entre 1um et 1mm et contiennent typiquement entre 5 et 90 %

(en masse) de matiere active, [30].
11.2.2.Intéréts de la microencapsulation[31].
L’objectif de I’encapsulation est multiple :

a. Immobiliser ou isoler

Cet objectif résulte souvent du désir de vouloir limiter le contact entre certain partie d’un
systéme. L’immobilisation est souvent utilisée pour des cellules microbiennes. En effet, leur
confinement dans une membrane semi-perméable permet d’obtenir une activité optimum de
par une isolation physique du milieu extérieur tout en maintenant un environnement interne

hospitalier adapté pour leur croissance et leur métabolisme.
b. Protéger

De nombreux composes actifs sont fragiles et doivent étre protégé du milieu extérieur.
L’encapsulation permet leur protection vis-a-vis des contraintes appliquées, par exemple les
vitamines et les hormones sont tres sensibles sous certaines agents physiques, chimiques et

biologiques.
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c. Controle de libération

Le but de I’encapsulation n’est généralement pas 1’isolement indéfiniment d’un composeé.
Dans la majorité de cas un profil ou processus de libération bien spécifique est recherché. Par

exemple un médicament sera délivré suivant une cinétique bien définie.
d. Vectoriser

La vectorisation par 1’encapsulation permet de cibler I’action du principe actif. Par exemple.
L’amélioration de la pénétration cutanée vau travers du derme ou 1’épiderme peut étre atteinte

grace a I’encapsulation.
e. Structurer

L’encapsulation d’un composé liquide dans des microparticules solides permet d’obtenir une
modification de 1’état physique de 1’actif qui passe de la forme liquide a solide.Cela permet
par exemple une homogénéisation simplifiée du mélange de I’actif initialement liquide au sein

d’une poudre.
11.3.Caractérisation des microparticules
11.3.1. Classification [32, 33]

Les microparticules sont des systemes colloidaux développés principalement en vue de
leur utilisation thérapeutique. Selon la nature des éléments qui les constituent et leur structure,

il possible de distinguer les liposomes, les microsphéres, et les microcapsules.

a. Les liposomes : ce sont de petites vésicules sphériques dont la paroi est constituée par
une ou plusieurs bicouches phospholipidiques délimitant une cavité centrale contient la

matiére active (figure 11.1).

“ >

Figure I11.1.Structure d’un liposome [32, 33].
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b. Les microcapsules : sont des particules sphériques du type-cceur étant constitué de la
substance active a encapsuler, et la couronne, enveloppe solide formé par 1’agent encapsulant

chaque microcapsule constitue un systéme réservoir proprement dit, (figure 11.2).

c. Les microspheres : sont constituées d’un réseau polymeérique dans lequel est dispersée la
substance active a 1’état moléculaire ou particulaire. Cette Structure est dite systeme matriciel,

(figure 11.2).

Coeur Substance active encapsulée

Agent encapsulant

Couronne

Microcapsule Microsphere
(systéme réservoir ou coeur-courone) (systeme matriciel)

Figure 11.2. Types de morphologie de particules obtenues par procédés d'encapsulations [32,
33].

11.3.2. Applications de la microencapsulation

On trouve désormais des applications de la microencapsulation dans de nombreux domaines
industriels, listés dans le tableau 11.1, dans lequel sont également précisés des exemples de

composés encapsulés.
11.3.3.Composition
Les particules obtenues par encapsulation sont constituées de deux parties :

a. Les substances encapsulées: elles sont d’origine trés variées : principe actifs
pharmaceutique, actifs cosmétiques, additifs alimentaires, produits phytosanitaires,
essences parfumées, micro-organismes, enzymes et hormones ;

b. Les matériaux enrobant : ils sont des polyméres d’origine naturelle ou synthétique,
ou lipides, ils doivent étre capables de former un réseau stable avec la particule a
encapsuler [2]. Ces matériaux protéegent la (les) substance (s) a encapsuler et

contrélent leur libération.

La microparticule est souvent mise dans un milieu externe ou elle conserve ses propriétés

chimiques et physiques [34].
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Tableau I1.1. Applications de la microencapsulation dans I’industrie,[31].

Domaine industriel Exemples de composés encapsulés

Pharmacie et médical Antibiotique, principe actif, contraceptif,
enzyme, vaccins, antigéne, anticorps. ..

Cosmétique Parfum, huiles essentielles, créeme solaire,
colorant capillaire, agents bronzants,...

Agriculture Herbicides, insecticides, engrais, hormones
végétales
Biotechnologie Enzymes immobilisées, microorganismes,

cellules vivantes, cellules artificielles,...

Détergent Adoucissant, agent décolorant, agent
moussant,...
Photographe Pigments, colorants, composés photo-

polymérisables, plastifiant,...

Electronique Cristaux liquide, matériau semi-conducteur,
agent de séchage, adhésif,...

Détergents Adoucissant, agents décolorants, agent
moussant, silicone,...

Chimie Catalyseurs, enzymes, inhibiteurs de
corrosion, agent uv protecteurs, retardateurs
incendie

Traitement des déchets | Microorganisme, substrats, déchet liquides
(solidification), déchets industriel a risque,...

11.3.4.Caractérisation
a. Taille

Le terme : microparticules, est utilisé pour une taille comprise entre 1 um et 1000 um et selon
d’autres références, I’intervalle de définition des microparticules est compris entre 1 um et
500 um. Dans tous les cas, les particules ayant un diameétre inférieur a 1lum appartiennent au

domaine des nanoparticules [35].
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b. Structure interne

Deux types de structures internes de microparticule polymérique peuvent étre observé,(figure
11.3),[35].

v Les microspheéres : elles sont constituées des réseaux matriciels de matériau enrobant
dans lequel se trouve dispersé ou dissout le principe actif.
v Les microcapsules : elles sont constituées des systémes dits « réservoirs » constitués

dans cceur de principe actif entouré d’une membrane de matériau enrobant.

~

Figure 11.3. Photographies obtenues par MEB, (A) : microsphére, PA dissout dans le
matériau enrobant, (B) : microsphére, PA dispersé dans le matériau enrobant ; (C) :

microcapsule [35].

v" Quantification de I’actif encapsulé [35]

Le principe actif présent au sein des microparticules est caractérisé par plusieurs grandeurs :

la plus commune est le rondement d’encapsulation qui a I’expression 1.1 :

™M microsphéres obtenues @ 100 (| | 1)

Rendement d'encapsulation(RE) = .
M(polymere+PA)introduit(9)

Une autre expression de quantification de 1’encapsulation, ¢’est la teneur en principe actif ou

le taux d’encapsulation, elle est définie par I’expression I1.2.

Taux d'encapsulation(TE) = ——2Aencapsulé @ 100 (1.2)

Municroparticules(9)

Enfin, I’efficacité d’encapsulation, est également un parametre utilisé lors de la réalisation de

microparticules, elle est donnée par 1’expression I1.3.
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Chapitre 11 : La microencapsulation

Efficacité d'encapsulation (EE) = —tAencapsulé 9 100 (1.3)

Mp4 introduit(9)

I1.4. Parametres influengant la microencapsulation

IIs existent plusieurs parametres qui influencent le procédé de microencapsulation, tels que :

- Lataille moyenne des microspheéres et la largeur de distribution granulométrique.

- Lateneur en matiere active ou le taux d’encapsulation.

- Les contraintes de stabilité au cours du stockage et au cours de la mise en ceuvre.

- La durée de conservation sous libération de matiere active, ainsi que le milieu dans
lequel particules seront conserve.

- Les conditions et cinétique de libération.

- Les contraintes réglementaires liées au domaine d’application et ou mode
d’administration qui sont prescrites dans réglementaires qui sont prescrites dans les

réglementations nationales et internationales (pharmacopée européenne par exemple)
I1.5. Procédes de microencapsulation

Il existe plusieurs manieres de classification des procédés industriels d’encapsulation suivant

différents critéres [2] :

- L’utilisation ou non de solvant organique
- Lanature de milieu dispersant : liquide, gazeux ou a I’état supercritique

- L’utilisation de polymeére préformés, de lipide ou de monomere.

La figure 11.4. Détaille les principaux procédés de microencapsulation.
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Procédés
physico-chimiques

Les techniques

Procédés
mécaniques

Procédés

Polymérisation chimiques

Figure 11.4. Différents procédés d’encapsulation [2].

11.5.1. Procédes physico-chimiques

Ils sont basés sur la maitrise de certains parameétres tels que la solubilité et la précipitation des
polyméres en fonction de 1’ajout d’un non-solvant, le pH ou de la température mais aussi sur

la maitrise des changements d’état (fusion, solidification) des polymeéres.
11.5.2. Procédés chimiques

Ils sont basés sur la formation in situ de matériau enrobant par polycondensation,
polymérisation radicalaire, ou polymérisation anionique qui utilisant des matériaux enrobant

préformés (polymeres, lipide).
11.5.3. Procédés mécaniques

Les procédés mécaniques mettent en ceuvre des techniques de pulvérisation (spray-drying,
spray-coating). De  formation de gouttes ou  gouttelettes  (prilling) et

d’extrusion/sphéronisation).
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a. Gélification

La gélification de gouttes est basée sur une solution, dispersion ou émulsion de matiére active
dans une solution aqueuse de polymeére capable de former des gels sous une action extérieure
physique (température) ou chimique (pH, présence d’un composé induisant la précipitation).
Par exemple, une solution aqueuse d’alginate de sodium produit des gouttelettes aprés avoir
traversée une buse vibrante. Ces gouttes se solidifient en se gélifiant dans une phase aqueuse

contenant du chlorure de calcium afin d’encapsuler le principe actif dans les microspheres

N

comme représenté la figure 11.5, [2].

Solution d'alginate + PA ——

Solution de CaCl2

barreau magnétique

Agitateur magnétique
—

Figure 11.5. Principe du procédé de gélification [2].
b. Nébulisation-séchage par atomisation [36]

La technique de nébulisation/séchage est un procédé continu en une étape permettant
d’obtenir une poudre & partir d’une solution, d’une suspension liquide, ou encore d’une
émulsion. Le principe de base consiste a pulvériser la formulation liquide a travers une buse
d’atomisation sous forme d’un aérosol de fines gouttelettes de 5 a 500 um dans une enceinte.
Les micros gouttelettes formés sont mises en contact avec un flux d’air établi a contre-courant
ou Co-courant préalablement chauffé. Grace a une surface d’échange important 1’évaporation
du liquide est rapide ce qui permet la formation de microparticules solide. En effet, dans le
cas d’une solution, le volume liquide diminuant, la concentration du produit dissout augmente

et il y a apparition du solide par précipitation.
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La technique de nébulisation-séchage est largement utilisée dans les industries

pharmaceutiques pour les enzymes et les hormones de croissance.
11.6.Concepts de libération contrélée d’un principe actif
11.6.1.Définition

La libération contrdlée peut étre definit comme une méthode par laquelle un ou plusieurs
principe actifs ou ingrédients se rendent disponible sur un site & un moment désire avec une

teneur spécifique [2].
11.6.2. Formes a libération prolongé et déclenche

Il faut faire la distinction entre les systémes a libération déclenchée et les systémes a
libération prolongé (figure 11.6).

N\

systemes a libération déclenchée

systémes a libération prolongée

Figure 11.6. Particules a libération déclenchée et prolongée [2].
a. Systemes a libération déclenchée

IIs sont constitués d’une membrane imperméable qui peut subir une rupture sous ’effet d’une
pression (osmotique ou mécanique) ou par fusion sous I’effet d’une modification de pH ou de

température [2].
b. Systemes a libération prolongée

Ils se distinguent par les mécanismes de libération mise en jeu (diffusion passive,

dégradation/dissolution du matériau enrobant) et par leur structure (microcapsules ou
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microspheére) qui va directement influencer la cinétique de libération prolongée sont tres

largement utilisées dans les domaines alimentaire et pharmaceutique [2].
11.6.3.Mécanismes de la libération modifiée d’une substance

La cinétique de libération peut étre d’ordre 0 ou 1. Elle dépend principalement de 1’épaisseur
de la membrane ou du systeme matriciel, de sa porosité, de sa composition chimique et des

propriétés de la substance active [2].

La figure 11.7 illustre les différents profils de libération par diffusion passive a travers le
matériau enrobant. A partir de microcapsules, il est possible d’obtenir des cinétiques de
libération d’ordre0 ou d’ordre 1 (profil A et D), en fonction de la solubilit¢ dans 1’eau de la
matiere active. Les cinétiques d’ordre 0 peuvent étre modifiées dans leur phase initiale : soit
la vitesse de libération est exagérément marquée (bursteffect) en raison de la présence d’un
exces de matiére active dans la membrane (profil B), soit un temps de latence précede la
libération, temps nécessaire par exemple pour que le principe actif diffuse a travers la

membrane, avant d’atteindre le milieu extérieur (profil C) [2].

Pourcentage de matiére
active libérée
A

100

t

10
Temps (semaines)

A et D : microcapsule

Bz microcapsule présentant un effet de burst
€: microcapsule présentant un temps de latence
E: microsphére

Figure I11.7. Profils de libération par diffusion passive de différents types de microparticules

[2]
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A partir de microspheéres, le phénomene de diffusion de la molécule active a travers une
matrice sera décrit par une cinétique obéissant a la loi d’Higuchi (profil E). Dans sa forme
simplifiée, cette loi montre que la quantité libérée de matiere active est directement
proportionnelle a la racine carrée du temps. Comme nous 1’avons vu auparavant, il existe

deux principaux types de libération, la libération contrdlée et la libération déclenché [2].
11.6.4. Modéles théoriques de la libration modifiée

Un grand nombre de modeles mathématiques, empiriques et mécanistiques sont proposés pour
décrire la cinétique de libération de molécules actives a partir de systemes générés par des
procedés d’encapsulation (matriciels, réservoir) obtenus généralement a partir de polymeres.
Le tableau 11.2 récapitule les équations des modeéles les plus utilisés et la nature des

mécanismes qui contrdlent la libération.
a. Ordre zéro

Quand un principe actif suit une cinétique d’ordre zéro, c'est-a-dire qu’il est libéré de fagon
constante au cours du temps, il s'agit véritablement d'un systeme a libération contrélée. Pour
étudier cette cinétique de libération, les données obtenues a partir des études de libération in
vitro sont tracées en tant que montant cumulé de PA libéré en fonction du temps. Cette
relation peut étre utilisée pour décrire la dissolution du PA de plusieurs types de formes de
dosage pharmaceutique a libération modifiée, comme dans le cas de certains systémes

transdermiques, des systemes osmotiques, etc.... [37].
b. Premier ordre

La cinétique de premier ordre correspond a la majorité des profils observés lors de la
libération de principes actifs encapsulés dans les nano/microparticules. Au début de la
libération la vitesse est rapide (diffusion du principe actif encapsulé proche de la surface) puis
ralentit (diffusion plus lente au travers de la matrice). Les données obtenues sont tracées
entant que log du pourcentage cumulé de PA restant en fonction du temps, ceci donnerait une
ligne droite avec une pente qui représente le —Kj. Cette relation peut étre utilisée pour décrire
la dissolution de PA dans des formes pharmaceutiques qui contient des PA solubles dansl'eau

dans des matrices poreuses [38].
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c. Higuchi

Le premier exemple d'un modele mathématique destiné a décrire la libération du PA a partir
d'un systéeme matriciel a été proposé en 1961 par Higuchi. Initialement congu pour les
systemes planaires, il a ensuite été étendu a différentes géomeétries et des systémes poreux.

Les données sont tracees en tant que pourcentage cumulatif du PA libéré par rapport a la

racine carrée du temps [39].

La microencapsulation

Tableau 11.2. Modeles mathématiques regissant les mécanismes de libération.

Modele Equation Nature du mécanisme
Mathématique
Ordre zéro me=mo . Ko. t Vitesse de libération indépendante de la
concentration du principe actif dissous
Premier ordre me= mo. (1-e€1) Vitesse de libération dépendante de la
concentration du principe actif dissous
Higuchi me = Kpi. t U2 Libération par diffusion

m¢. Quantité du principe actif libéré dans le temps t ;

mo: Quantité initiale du principe actif dans la forme posologique ;

Ko : Constante cinétique du modeéle d’ordre zéro (s2) ;

K1 : Constante cinétique du modéle d’ordre 1(s?) ;

Khi : Constante de Higuchi.

11.6.5.Parametres influencant la libération modifiée

Les caractéristiques de la particule (taille, structure, morphologie...), la localisation de

principe actif et le milieu environnant constituent les paramétres majors qui influencent le

profil de libération d’une matiére active.

Ils existent d’autres paramétres pouvant influencer la libération d’un PA encapsuler, il

s’agit de :

- Taux d’encapsulation

- Interactions chimique entre le PA et le polymere

- Solubilité du PA dans le systeme polymérique
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Chapitre 111 : Application de I’émulsification/gélification externe

I11.1. Introduction

Les systemes a libération controlés tels que les microspheres, les nanospheres, les liposomes
et les micelles ont été mises en formulation afin de surmonter les contraintes des formes

classiques de diverses voies d’administration des médicaments.

Parmi les systémes porteurs de substances actives, les microspheres d’alginates constituent un
intérét d’importance majore qui a attiré ’intention des chercheurs depuis les derniéres
décennies, car elles offrent a la fois la délivrance et la libération des substances actives a la
cible spécifique, comme elles reflétent un outil transitoire de protection et de stabilisation des
substances thérapeutiques et bioactives. Certaines méthodes d’encapsulation faisant appel aux
solvants organiques ou autres réactifs qui sont incompatibles avec de nombreuses matiéres
biologiques encapsulées. Alternativement, d’autres méthodes sont basées sur le chauffage
et/ou le refroidissement de la formulation ce qui provoque une dégradation thermique des
molécules thermosensibles, ou encore 1’utilisation de polymeres faisant initier avec succes la
gélification mais ils sont incompatibles ou non métabolisés.

En effet, ’alginate est le biopolymeére le plus impliqué dans la préparation des microspheres
destinées particuliérement pour la voie orale, car il s’agit d’un polymeére biodégradable et
biocompatible.

A cet égard, la technique d’émulsifcation/gélification a été ciblée pour la fabrication des
microspheres d’alginates chargées de diverses matieres actives.

En général, cette technique fait intervenir deux étapes : la formulation d’une dispersion des
gouttelettes a base de polymeére chargées de matiére (s) active (s) et le durcissement de ces
gouttelettes [40].

111.2.Définitions

Dans la méthode d’émulsifcation/gélification, cette derniere étape se produit lorsque les
molécules d’alginate rencontrent les ions reticulant. A ce stade, ils se génerent deux type de

gélification : interne et externe.
111.2.1.Emulsifcation/gélification interne

Cette méthode est basée sur la libération sous I’effet d’un acide (H") d’ions de calcium a

partir d’un sel de calcium initialement insoluble contenu dans les gouttelettes aqueuses du
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systeme émulsifié. L acide utilisé pour la solubilisation du sel de calcium, se partage entre la

phase huileuse et la phase aqueuse dispersée en initiant la gélification de 1’alginate [41].

Application de I’émulsification/gélification externe

La réaction correspondante est donnée comme suit [41] :

CaCO3 + 2 CH3COOH — (CH3COO0) :Ca + H20 + CO2

L’organigramme de la figure III.1 schématise les différentes étapes de la méthode d’émulsif

cation/gélification interne.

|

Solution :

Alginate + Matiére active

Huile minérale
+ TA lipophile

Carbonate de Ca

Y

A 4

Phase aqueuse |«
Agitation |———>
\ 4
Emulsion E/H
CH3COOH |———— w B
p v . ’ .5;\
Gélification ( = .é) I—
A -
g
Tween 80 > o,

\ 4

Rincage

A\ 4

Microspheres d’alginate ]

Acide soluble dans I'huile

Interface

Acide soluble dans 1'huile]

Figure 111. 1. Schéma représentant le principe de I’émulsification/gélification interne [41,42]

26



Chapitre 111 : Application de I’émulsification/gélification externe

L’efficacit¢ et le rendement d’encapsulation ainsi que la libération d’une substance
encapsulée par une telle technique dépend fortement des concentrations d’alginate, des ions

de calcium, de I’acide et de I’agent émulsifiant ainsi que de la vitesse d’agitation [43].

111.2.2.Emulsifcation gélification externe
Cette technique permet d’obtenir des particules matricielles d’alginate ayant des dimensions
inférieures a 100 um (microspheres), son mécanisme est basé sur le méme principe comme

celui de la méthode d’extrusion : la gélification ion tropique (figure 111.2) [43].

+ Ca2+

—

Réticulation des chaines

Chaines d’alginate de Na )
d’alginates par Ca?*

Figure 111. 2. Principe de la gélification ion tropique de I’alginate de sodium [43]

Cependant, la gélification externe produit une membrane semi-solide en raison de la diffusion
rapide des ions calcium au niveau de la surface ce qui provoque une surface extérieure rigide
et un noyau mou [45].

En effet, cette méthode vise a étre appliquée pour I’encapsulation des substances actives
solubles et insolubles avec des efficacités d’encapsulation supérieures a celles obtenues avec

la gélification interne [44].

111.3. Applications de I’émulsification/gélification externe

Dans ce procédé, la formation des microsphéres est basée sur ’introduction des ions Ca2*au-
dela de I’extérieur des gouttelettes d’alginate vers I’intérieur a travers les pores interstitiels
des chaines polymériques. Par consequent, les molécules de la matiére active sont
enchevétrées d’une manicre aléatoire dans les matrices réticulées. Ceci rend plus facile de

contréler le profil de libération des principes actifs et des matiéres bioactives [43,45].
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111.3.1. Principe de la formulation

En général, cette méthode est composée de deux étapes : la premiere est la formulation de
I’émulsion eau dans I’huile, stabilisée par un agent émulsifiant lipophile. Alternativement, la
phase aqueuse, est une solution homogene d’alginate contenant le (s) principe (s) a encapsuler
[44].

La seconde étape consiste en 1’addition progressive de 1’émulsion formée a une solution de
chlorure de calcium ce qui implique la gélification des gouttelettes aqueuses en particules
matricielles [43].

a. Préparation de I’émulsion

C’est I’étape primordiale dans la formulation enticre, car les caractéristiques de I’émulsion
formée régissent les propriétés physico-chimiques et biopharmaceutiques des microspheres

obtenues.

Cette étape consiste a préparer une émulsion eau dans huile dont la substance a encapsuler est
dissoute ou dispersée dans la solution aqueuse d’alginate et la phase huileuse est composée
d’une huile minérale ou d’un solvant organique contenant un agent émulsifiant comme les
poly soubattes (span 80, span 85, ...). De ce fait, la qualité de I’émulsion dépend de certains
parametres tels que : la composition des phases, la teneur en agent émulsifiant, la teneur de

matiére a encapsuler et la vitesse d’agitation [41].

b. Préparation des microsphéres

L’obtention des microspheres résulte de 1’addition de 1’émulsion E/H a une solution de sel
hydrosoluble d’ion bivalent (Ba%*, Sr>* ou Ca?*), le baryum et le strontium sont des éléments
toxiques, tandis que le calcium est non toxique. Lorsque les molécules d’alginate rencontrent
les ions Ca®*, ces derniers sont attirés vers les charges négatives des groupements

carboxylates des chaines d’alginate en formant ainsi une structure solide.

Outre les paramétres dont dépend 1’émulsion, les caractéristiques physico-chimiques des
microsphéres telles que la taille, la morphologie et la cinétique de libération dépendent

fortement de la concentration des ions Ca?* [44].

La figure II1.3, détaille les étapes d’émulsification/gélification externe.
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Solution d'alginate
Phase aqueuse Emulsion E/H
+ matiére active

Rincage ®e0

ﬁ e
Séchage oge’

+ Emulsifiant

Huile minérale .
Phase huileuse

Agent réticulant Micropahiculeé
d'alginate
(CaCly) :
1- Emulsification : eau/huile 2-Gélification

Figure 111.3. Etapes de I’émulsification/gélification externe [43,44].
111.3.2.Matiéres encapsulées
a. Biomolécules et micro-organismes

Le piégeage des molécules biologiques que se soient de nature protéique telles que les
enzymes et les hormones ou de nature nucléotidique, a I’intérieur des systémes encapsulés a
été largement étudié. Lors de la formation des microsphéres, ces molécules sont souvent
exposées a la chaleur, a l'agitation mécanique, a l'adsorption sur polymére matriciel,
exposition aux solvants organiques, ce qui peut entrainer une détérioration moléculaire voire
une dénaturation de la biomolécule [46,50].

C’est pour cette raison, la méthode d'émulsifcation-gélification a été impliquée comme outil
de protection et de préservation de 1’activité biologique tout en assurant la possibilité
d’obtenir des particules ayant des tailles bien déterminées.

En effet, cette technique avait le 1’objectif d’étre appliqué par plusieurs chercheurs pour la
mise en encapsulation dans des microspheres d’alginate : des protéines, des enzymes, des

pro biotiques, et d’ADN plasmide. Le tableau III.1 récapitule les différents travaux réalisés.
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Tableau. I11.1. Représentation de quelques travaux de recherche sur I’émulsification-

gélification externe des molécules bioactives.

Molécule Immuno- Levure

(Y235) ] )
globuline | Laccase ADNp Mycobacteriumbovis

(1gG) (BCG)

bioactive

Concentration
d’alginate

(%, m/v)

Concentration
de CaCl,
7.55 2 0.55 1.66 1
(%, m/v)

Concentration 0.9
de matiere
active (%, m/v) 1 NI NI 2

Proportion de la

phase huileuse
(%, VIV) 76.92 82.64 83.33 | 96.15 60

Vitesse
d’agitation

(tr/min) 1300 10000 200 2500 7000

Rendement 89.4 88.12 80 92.7 NI
d’encapsulation
ou Efficacité
d’encapsulation
(%)

Référence [46] [47] [48] [49] [50]

NI : Non iodique
b. Principes actifs

Comme dans le cas des matiéres biologiques, les principes actifs contenus dans les
microspheres obtenues par emulsif cation-gélification externe conservent leur stabilité
pendant 1’encapsulation. Ces microsphéres présentent une morphologie et une texture qui
leurs conférent la caractéristique d’étre un moyen adéquat d’une libération ciblée et prolongée

de ces principes [43,45].
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Peu d’études ont été réalisées sur ’encapsulation des principes actifs par 1’émulsification-

Application de I’émulsification/gélification externe

gélification externe. Les principaux travaux sont cités dans le tableau 111.2.

Tableau. 111.2. Représentation de quelques travaux de recherche sur 1I’émulsif cation-

gélification externe des principes actifs.

Molécule bioactive | Mésalamine | Risdronate Chlorhydrate diloxanide
de sodium de granisétron (GH) furoate
Concentration
d’alginate 5 3 5 5
(%, m/v)
Concentration de
CaCl, 7 4 7 22.2
(%, m/v)
Concentration de
matiére active 5 3 0.2 1
(%, m/v)
Proportion de la
phase huileuse NI 95.23 NI 83.33
(%, VIV)
Vitesse d’agitation 1500 1800 1600 1000
(tr/min)
EE (%) 90 62.58 92.3 73.82
Référence [51] [52] [53] [54]
NI : Non iodique

111.4. Récapitulation du travail de recherche sur le furoate de diloxanide (FD) [54]

111.4.1.Méthodes expérimentales et techniques de caractérisation
a. Protocole expérimental d*émulsification-gélification externe

La méthode de préparation des microspheres d’alginate appliquée dans ce travail est celle
utilisée par Calis et al. [55] avec quelques modifications.

Le protocole expérimental consiste a étudier les parameétres dont dépend la formulation
entiere (voir tableau 111.3) sur les propriétés physico-chimiques et biopharmaceutiques des
microsphéres obtenues. Pour ce faire la méthode mono-factorielle a été appliquée.

Les expériences sont divisées en trois étapes :

1. Préparation de I’émulsion eau/huile : elle consiste a disperser sous agitation : une

phase aqueuse (de volume de 10 ml) composée d’une solution d’alginate de sodium et de
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furoate de diloxanide (DF)dans une phase huileuse constituée de I’huile de paraffine et du

span 80.
Tableau. 111.3.Parametres et niveaux étudiés pour 1’encapsulation de FD
Paramétre CAIginate Na Cspan 80 Ccacr2 Vitesse Cro
(%, miv) | (%, miv) (%, miv), v(ml) agitation (%, miv)
(tr/min)
Al 2 |B1]0.75| C1 11.1 D1 750 E1 | 05
3 (Lmi)
§ A2 | 3 |B2]| 1 C2 11.1 D2 1000 E2 1
NS (2ml)
5 A3 | 4 |B3[125| C3 | 222 | D3| 1250 |E3| 15
g (1ml)
Z A4 | 5 B4 | 15| C4 22.2 D4 1500 E4 2
(2ml)

2. Préparation des microsphéres : la gélification des gouttelettes d’alginate de sodium
est assurée par addition de I’émulsion eau/huile a un volume (v) de chlorure de calcium. Le
systeme est maintenu sous agitation a une vitesse de 1000 tr/min a une température de 70°C.

3. Récupération des microspheres : le systeme a été refroidi rapidement a 15°C et la
déshydratation des microspheres a été réalisée par 50 ml d’acétone. Ensuite, Les microsphéres
récupérées par filtration ont été rincées trois fois par 50 ml d’alcool isopropylique. Enfin, les

microspheres ont été séchées a la température ambiante.

b. Caractérisation morphologique et granulométrique

Les microspheres ont été mises en suspension dans I'eau ; une goutte a été placée sur une lame
de verre, recouverte d'une lamelle et vue sous le microscope optique pour examiner leur
forme. La morphologie des microspheres a été observée a balayage électronique microscopie
(MEB). Les échantillons pour MEB ont été préparés par saupoudrer légérement la poudre de
microspheres sur un double ruban adhésif collé a un talon en aluminium. Les talons ont
ensuite été recouverts d'or sur une épaisseur d'environ 300 ° A a l'aide d'un enduit par
pulvérisation. Ces échantillons étaient alors au hasard scannées et des photomicrographies ont

été prises, qui sont illustré aux figures (a) et (b).

c. Quantification de DF encapsulé
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100 mg de microsphere ont été prélevés et melangés avec I'éthanol et I'eau distillée dans un
ballon standard de 50 ml. La solution a ensuite été conservée pendant 12 heures, puis filtrée a
travers un filtre & membrane (0.45um). La teneur en DF a été estimée en mesurant
I'absorbance a 260nm.

Les parameétres d'encapsulation de FD concernant I'efficacité et le rendement d'encapsulation

sont donné par les expressions 11.1 et 11.3

d. Analyse thermogravimétrique

Cette analyse avait pour objectif I’identification dela structure cristalline du PA, avant et aprés
formulation et I'évaluation de toute interaction PA-polymeére. Pour ce faire, un chauffage dans
un environnement azoté (débit d'azote gazeux de 20ml/min) de DF, d’alginate, de mélange :
polymere et médicamentas, de microsphere d'alginate vierge et chargé de DFa 30°C a 350C a

la vitesse de chauffant de 10 °C/min a été réalisée.

e. Analyse par DXR

Les échantillons de DF, dalginate, de mélange et de formulation optimisées a blanc et
chargées ont été mesuré par diffractométre a rayon X a 5- 50°. La cristallinité a été donc

déterminée a 26 °/min. Le débit de balayage.

f. Etude de libération in vitro de médicament

Les tests de libération in vitro de DF ont été réalises dans un fluide gastrique qui suivi le
mode opératoire suivant: : 100 mg de microspheres ont été mélangéesdans900ml de milieu de
dissolution. Le contenu a été agité a 10tr/min a 37 +0.5°C. La simulation de la condition
transit gastro-intestinale a été réalisé en modifiant le pH du milieu de dissolution a différente
intervalle de temps

- Au début, le pH du milieu de dissolution a été maintenu a 1.2 pendant 2 heures,
ensuite le pH a été ajusté a 4.5 avec NaOH 0.1 M et I'étude de libération a été pour suivi
pendant 2h supplémentaire.

- Apres 4 heures, le pH du milieu de dissolution a été ajusté a 7.4 avec 0.1N de NaOH
étes maintenu jusqu'a 24 heures. Le milieu a été filtré a membrane (0.45um) apres 2et 4
heures et le résidu a été immédiatement ajouté au milieu suivant.

Un volume d’échantillon de 5ml a été retiré du milieu de dissolution a divers intervalles de
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temps et est analysé a I'aide d'un spectrophotometre UV-Vis a 261 nm.

111.4.2. Résultats et discussions

a. Caractérisation morphologie et granulométrique

La taille moyenne des microsphéres obtenues est donnée dans le tableau I11.4.

Tableau. 111.4. Effet des paramétres étudiés sur la taille des microsphéres, le rendement et

’efficacité d’encapsulation.

Parametre Niveaux | Taille moyenne des RE (%) EE (%)
particules (um)

2 - - -
Concentration 3 417.8+3.33 68.66+6.92 | 48.58+1.07
d’alginate 4 424.57+3.37 87.33+5.03 | 47.550.62
(%, miv) 5 453.92+3.2 89.99+3.33 | 63.98+0.51
0.75 415.14+3.15 86.1£0.95 | 60.52+0.95
Concentration 1.0 409.61+2.28 87.49+0.83 | 63.71+0.95
de span 80 1.25 401.4145.38 81.66+1.66 | 57.54+0.98
(%m/v) 15 395.80+3.22 9.16+0.83 | 47.62+0.98
11.1 (1ml) 373.71%1.58 86.83+0.67 | 53.58+1.12
Concentration | 11.1 (2ml) 377.44%3.95 87.83+0.86 | 50.81+1.00
de CaCl> 22.2 (1ml) 381.91+1.53 88.88+1.27 | 71.81+1.05
(%, miv) 22.2 (2ml) 382.24+2.86 85.27+0.47 | 60.2+1.04
750 455.92+2.2 85.94+0.67 | 54.82+1.21
Vitesse 1000 397.58+4.49 86.66+0.83 | 73.08+0.48
d’agitation 1250 382.91+3.38 83.88+0.96 | 70.89+1.45
(tr/min) 1500 348.24+3.50 82.49+0.83 | 64.77+2.05
0.5 366.57+3.24 82.78+0.81 | 63.58+2.72
Concentration 1 364.57+2.95 87.49+0.83 | 73.82+1.99
de DF 15 361.67+1.33 82.3+0.77 | 59.76x1.55
(%, miv) 2 350.77+3.87 77.09+0.71 | 51.37+1.96

34



Chapitre 111 : Application de I’émulsification/gélification externe

D’apres les résultats obtenus, il est clair que la taille moyenne des microsphéres est influencée
par les paramétres suivants :

e La concentration dalginate de sodium, la taille des microspheres est directement
proportionnelle a la taille des particules (elle augmente de 417.8 um a 453 pm si la
concentration d’alginate varie de 2%a 5%).

e La concentration de span 80, elle influe de maniére inverse sur la taille des particules
(elle diminue de 415.14um a 395.80 um quand la concentration de span 80 augmente
de 0.75% al1.5%).

e La vitesse d'agitation, son augmentation provoque une diminution de taille des
particules (455.92 um a 348.24 avec vitesse d'agitation de 750 a 1500tr/min).

e La concentration de DF, a conduit a une diminution de la taille des microparticules
(366.57 a 395 .77 um si la concentration de DF varie de 0.5a 2%).

Comme le montre la figure 111.4, les microsphéres (vierge et chargées de DF) sont sphériques

avec une surface lisse et aucune agrégation n’a été observée.

Figure 111.4. Microphotographie MEB de microsphéres d'alginate, (a) : sans DF, (b) :
chargées de DF [54].

b. Quantification de Furoate de diloxanide

D’apres le tableau II1.4, les paramétres dont dépendent le rendement et 1’efficacité

d’encapsulation sont les suivants :
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- La concentration d’alginate de sodium, si cette derniere augmente de 4 a 5%,
I’efficacité d’encapsulation s’améliore de 47.55 a4 63.98 %

- La concentration de chlorure de calcium, 1’agent de réticulation influe
significativement sur ’efficacité d’encapsulation, cette derniére augmente de 50.96 %
a 71.81 %pour des concentrations de CaCl; allant de 11.1 % a 22.2.

- La concentration de furoate de diloxanide, elle a une forte influence sur 1’efficacité
d’encapsulation car elle s’améliore de 10 % avec la teneur de PA, puis elle diminue a
cause de la saturation de la matrice polymérique par les molécules de FD.

A P’issu des résultats obtenus, les niveaux optimaux conduisant a une (EE maximale = 73.82
%) et une taille des microsphéres minimale correspondent aux : 5% d’alginate de Na*, 1% de

span 80, 22.2% de CaCly, vitesse d’agitation de 1000 tr/min et 1% de furoate de diloxanide.
c. Analyse thermogravimétrique

La figure IIL.5, montre que le FD et I’alginate de Na purs présentent des pics de fusion
endothermiques aux 115.1°C et 158 °C respectivement. Cependant, le pic du FD est absent
dans le thermo gramme des microsphéres chargées de PA, ce qui prouve que ce dernier existe

sous forme amorphe dans la matrice polymérique.
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Figure 111.5. Thermogrammes de : (a) : Furoate de diloxanide,
(b) : Alginate de Na, (c) : Mélange de DF et d'alginate de Na, (d) : Microsphéres vierges,(e) :
Microspheéres chargées de FD.
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d. Analyse par DRX
Comme le montre la figure I11.6, le FD présente sous forme cristalline tandis que I’alginate de
sodium présente une structure amorphe. Ainsi, les allures DRX des microsphéres que ce
soient vierges ou chargées de furoate de diloxadine ne contiennent aucun pic, ce qui reflete
que le polymére a encapsulé le FD en indiquant la bonne stabilité des préparations du systeme

d’encapsulation.

Intensité
}
°

20 (°)

Figure 111.6.DRX de : (a) : Furoate de diloxanide,(b) : Alginate de Na, (c) : Mélange
de DF, (c) : Alginate de Na, (d) : Microspheres vierges, (€) : Microsphéres chargées de FD.

c. Etude in vitro de la libération de furoate de diloxanide (FD)

Les profils de libération in vitro de toutes les microspheres préparées (de Al a E4, tableau
111.3) détaillés dans la figure 111.7) ont montré que le pourcentage cumulé de libération de FD
apres les premieres 4 heures variaient de 5.62 + 0.66% a 14.41 + 1.35%. Ainsi, la libération
du PA dans le liquide simulé du colon ayant un pH de 7.4 aprés 4 heures d’étude, passe de
17.87 £ 0.51 % a 28.00 + 0.97 %.

Ces profils relevent bien que les microspheres d’alginate chargées de FD maintiennent leur
intégrité dans I’environnement de I’estomac et de I’intestin gréle et que ce systéme n’a montré
aucune dépendance de la libération du FD au pH, ceci est di a la présence de dextranase. Bien

que la présence de dextranase peut libérer sélectivement le PA dans le colon, le systéeme
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colloidal du polymeére biodégradable peut piéger le FD ce qui fournit un systéeme
d’administration ciblé de médicament. Par conséquent, les microsphéres d’alginate préparées

peuvent étre utilisées potentiellement pour la livraison spécifique au site du médicament au

niveat du colon.
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Figure 111.7.Effet des différents parameétres sur la cinétique de libération du FD :

Concentration d’alginate de Na : A1-A4, Concentration de span 80 : B1-B4, Concentration de

CaCl : C1-C4, Vitesse d’agitation : D1-D4, Concentration de FD : E1-E4
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IV.1. Introduction

La partie expérimentale de notre travail a été réalisée au niveau du laboratoire de Biologie de

la faculté des Sciences de I’Université de Médéa.

Dans le contexte ou s'inscrit notre travail, nous avons tenté d‘atteindre un objectif, qui consiste
a appliquer le procedé de gélification d'un bio polymére : Alginate de sodium et ceci afin de

former des microspheres comportant le kétotiféne fumarate comme principe actif.

A cette fin, la partie expérimentale a été subdivisée en deux parties :

1. Formulation des microspheres : cette partie consiste a la mise au point de
I’optimisation d’encapsulation du kétotiféne fumarate dans les microbilles d’alginate
de sodium.

2. Caracterisations des microsphéres: cette partie concerne la caractérisation

physicochimique et biopharmaceutique des particules obtenues.

IV.2. Matiéres premiéres
Les matieres premieres utilisées sont présentées dans le tableau IV.1.

Tableau 1V.1. Matiéres premieres utilisées.

Matiere premiere Réle
Kétotiféne fumarate Principe actif
Alginate de sodium Polymeére matriciel
Chitosane Polymeére d’enrobage
Span 80 Emulsifiant
Huile d’olive Phase huileuse
Eau distillée Véhicule

IV.2.1. Principe actif

Le fumarate de kétotiféne est un médicament antiallergique puissant. Sa molécule contient a

la fois une structure tricyclique est une structure de pipéridine.

La molécule de fumarate de kétotiféne se caractérise par un fort effet antagoniste sur le
récepteur de I’histamine H1 et par un effet inhibiteur de la libération du médiateur de la

réaction allergique [28].

Les caractéristiques de kétotifene fumarate sont résumées dans le tableau I.2.
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1V.2.2. Excipients
a. Huile d’olive

Est une variété d’huile alimentaire, A base de matiére grasse végétale extraite des olives , elle
est constituée d’hydrocarbures saturés. Son utilisation concerne les préparations
pharmaceutiques, cosmétologiques et vétérinaires. Elle rentre aussi dans le graissage de
matériel de I’industrie et comme auxiliaire de condensation dans 1’extraction des oléagineux.

Les principales caractéristiques de 1’huile d’olive sont résumées sur le tableau 1V.2.

Tableau. 1V.2. Caractéristiques physico-chimiques des huiles d’olives [56].

Caractéristique Unité Description ou valeur
Aspect Trés fluide
Odeur Herbe
Couleur Vert
Gout Intense ou fruit vert
Miscibilité Non miscible a I’eau
Viscosité Cp 84
Masse volumique a 20°C g/cm?® 0.914-0.918

b. Alginate de sodium
L’alginate est un polysaccharide naturel relativement abondant puisqu’il constitue le
composant structurel des algues brunes marines (Phaeophyceae), représentant plus de 40% en
masse seche. Néanmoins, les alginates commerciaux utilisés pour des applications
industrielles sont la plupart du temps issus d’algues marines brunes. Elles sont souvent liées a
ses propriétés de rétention d’eau, son pouvoir viscosifiant, gélifiant ou encore stabilisant [57].
La molécule d’alginate est constituée d’unités d’acide f-d-mannuronique (M) et d’acide a-I-

guluronique (G) (Figure 1V.1) dont la séquence et le nombre varie selon la source.
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Figure 1V.1. Structure chimique d’alginate de sodium [57].

Les caractéristiques de 1’alginate de sodium utilis¢ dans cette étude sont présentées dans le
tableau 1V.3.

Tableau 1V.3. Caractéristiques physico-chimiques de 1’alginate de sodium (Sigma-Aldrich)

Caractéristique Unite Description ou valeur
Aspect Poudre blanche-jaunatre.
Odeur Sans
Gout Sans
Solubilité - Insoluble : Ethanol, éther, chloroforme, solvants

organiques, solutions aqueuses (pH < 3).

- Solution colloidale : dans 1’eau.

Point de Fusion °C > 300
Viscosite (1g/1) Cp 15-25

c. Chitosane

Le chitosane est un polysaccharide linéaire composé de (1-4) poly-Dglucosamine lié en (1-
4) de N-acétyl-D-glucosamine, (figure 1V.2). Le chitosane a suscité un intérét plus vif que la
chitine (d’ou son origine aprés une désacétylation chimique ou enzymatique). Etant donné le
nombre important de groupes amine présents sur sa chaine, ses applications ont été
développées en pharmacologie, cosmetologie, médecine et surtout en traitement des eaux
[58,59].

OH OH OH
e L0 (-0
H,D-' e, -D- L % P \
HD&"‘""A' HM %U&—""."&"’GH
NH: MH; NH;
M

Figure 1V.2. Structure chimique de chitosane [60].
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Les caracteristiques du chitosane utilisé dans cette étude sont présentées dans le tableau IV.4.

Tableau 1V.4. Caractéristiques physico-chimiques du chitosane utilisé (Sigma-Aldrich)

Caractéristique Unité Description ou valeur
Aspect Poudre amorphe de couleur beige
Odeur Sans odeur
Solubilité - Insolubl_e dans I’eau et les solvants
organiques.

- Soluble dans les acides dilués (comme
I’acide acétique)

Degré de dés-acétylation % 75-85

Poids moléculaire KDa 190-310

Point de Fusion °C

Viscosité a 1% dans I’acide | ~~ 200-800
acétique a 1%(25°C)

d. Span 80

De la famille des esters de sorbitane (classe de tensioactifs non ionique). 1l est utilisé comme
émulsifiant dans la préparation des émulsions eau dans huile. Les paramétres de ce tensioactif

sont décrits dans le tableau IV.5.

Tableau IV.5. Caractéristiques du tensioactif utilisé (Sigma-Aldrich)

Caractéristique Description ou valeur

Nom chimique Monooléate de sorbitane

Formule chimique /\/\AA_/W(OE:OH

Masse Molaire 428.61 g/mol
Densité (20°C) 0.986 g/cm?®
HLB 4.3

Miscibilité a ’eau Non miscible
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e. Autres réactifs

Tous les réactifs utilisés dans ce travail sont donnés dans le tableau IV.6.

Tableau IV.6. Propriétés physico-chimiques des réactifs utilises.

Reéactif Formule Fournisseur Pureté Masse
Brute (%) molaire(g/mol)

Chlorure de Sodium NaCl Analarnormapur 99-105 58.44

VWR
Acide chlorhydrique HCI Riedel-de Haén 36.5—-38 | 36.46
Hydroxyde de sodium NaOH Panreac 98.0 40.00
Dihydrogno Phosphate de | KH,PO4 Analarnormapur 98.5-101 | 136.09
potassium VWR
Tween 80 Ce4H124026 | VWR International

SAS*201 99 1310
Hydrogénophosphate Na:HPOs | VWR 98 141.96
de sodium InternationalSAS
Chlorure de calcium CaCl; HUMISTORE 99 110.98

1V.3. Matériel

Les manipulations réalisées ont nécessité d’utiliser le matériel détaillé dans le tableau IV.7.

Tableau 1V.7. Matériel utilisé.

de Fourier(FTIR)

Matériel Marque
Balance électrique Sartoriais
Agitateur magnétique avec plaque chauffante SCIENTIFICA
pH-metre HANNA
Spectrophotometre infrarouge a transformée SHIMADZU

Spectrophotometre UV visible

(UV mini-1240 SHIMADZU)

Dissolu-test SOTAX
Microscope optique OPTIKA
Conductimeétre WTW

Pieds a coulisse

ABSOLUTE DICIMATIC
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1V.4. Méthodes expérimentales et techniques de caractérisation
IV.4.1. Caractérisations spectrales des matiéres premieres

Cette partie consiste a caractériser le kétotifene fumarate, 1’alginate de sodium et le chitosane
par UV-vis et FTIR.
a. Caractérisation du kétotifene fumarate par UV-vis

- Principe

La spectrophotométrie ou la spectroscopie Ultraviolet-visible est une technique de
spectroscopie mettant en jeu les photons dont les longueurs d’onde sont dans le domaine de
I’ultraviolet (10 a 400 nm) et du visible (400 a 800 nm). Soumis a un rayonnement
¢lectromagnétique dans cette gamme de longueur d’onde, les molécules, les ions ou les
complexes sont susceptibles de subir une ou plusieurs transitions électronique (s). Les
substrats analysés sont le plus souvent en solution, mais ils peuvent étre en phase gazeuse et

plus rarement a 1’état solide [60].

Le spectroscope UV-Vis utilisé dans notre étude est représenté sur la figure 1V.3.

Figure 1V.3. Spectrophotometre UV-visible utilisé dans notre étude.

- Mode opératoire : il se résume dans la détermination de la longueur d’onde et dans
I’établissement de la courbe d’étalonnage.
En premier lieu le balayage a été effectué pour des solutions aqueuses de KF de 20 mg/l aux
pH 1.2, 7.4 et dans I’eau distillée. La courbe obtenue permet d’identifier la valeur de Amax de
la molécule de KF.
En second lieu, et & la longueur d’onde maximale identifiée, on mesure les DO pour une série

de solutions aqueuses préparées aux pH 1.2, 7 et dans I’eau distillée de concentrations allant
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de 5 a 50 mg/l. Les courbes d’étalonnage obtenues s’expriment par la variation de la DO en

fonction de la concentration du KF.

b. Caractérisation des matiéres premieres par FTIR
- Principe

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier est une méthode d’analyse tres riche car
elle permet la mesure d’un grand nombre d’especes. Cette technique repose sur l'absorption
du rayonnement infrarouge compris entre 0.78 et 1000 um liée a des transitions entre les
différents états rotationnels et vibrationnels de la molécule. Le dispositif spectrométrique,
placé au sein méme de la cellule, permet une détection instantanée in situ de tous les
composés qui absorbent les rayonnements infrarouges dont la région du moyen infrarouge
6est la plus utile du fait des informations aboutis sur les structures des composés examinés,

c¢’est-a-dire de toutes les molécules hormis les diatomiques symétriques [60].
- Mode opératoire

Les spectres FTIR ont été obtenus par préparation des pastilles de KF/KBr, alginate de
sodium/KBr et chitosane/KBr avec une proportion de 1 %. La préparation des pastilles a été
réalisée par broyage de la substance a analyser en présence du KBr, le mélange est ensuite
comprimé sous une pusse (presse). En fin, les pastilles ont été mises pour analyse FTIR ou les
spectres d’absorption infrarouge ont été enregistrés dans la gamme de nombres d’onde

comprise entre 400 et 4000 cm™2.
V1.4.2. Préparation des micropaticules

a. Principe du procédé d’émulsifcation

Une émulsion est un mélange homogéne de deux liquides ou phases peu ou pas miscibles. Ce
mélange correspond a une dispersion de gouttelettes de 1'une des phases dans 1’autre. On

distingue donc une phase dispersée et une phase continue.

- Mode opératoire

1. Préparation de la phase aqueuse :

Différentes solutions aqueuses (contenant une masse de PA : kétotifene fumarate) d’alginate
de sodium aux différentes concentrations sont préparées : la dissolution d’alginate se fait sous

agitation magnétique.
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2. Préparation de la phase organique :

Le span 80 est dispersé a une concentration bien déterminée dans I’huile d’olive. Le mélange
est porté sous agitation magnétique.

3. Préparation de ['émulsion E/H :

Un volume de la phase aqueuse est ajouté a 1’aide d’une seringue dans la phase huileuse. Le
mélange est homogénéisé a une vitesse de 10000 tr/min pendant 5 min.

Pour obtenir la meilleure émulsion, on désire optimiser les paramétres dont dépend la
formulation. Pour ce faire, nous allons appliquer la méthode de TAGUCHI, dont nous allons
cibler deux parametres a savoir : la concentration d’alginate de sodium et la proportion de la
phase aqueuse, ces deux parametres sont pris a trois niveaux.

De ce fait, le nombre d’expériences est égale a: 32 = 9 essais. Les différentes conditions

opératoires sont détaillées dans le tableau IV.8.

Tableau 1V.8. Composition des différents essais de préparation des émulsions E/H

contenant le KF (volume final d’émulsion : 100 ml).

Essai Caiginate (%, m/v) Volume de la phase aqueuse (%)
1 0.5 20
2 1 35
3 15 50

b. Caractérisation des formulations

Les émulsions préparées ont été caractérisée par :

- Microscopie optique
- Mesure de la conductivite électrique :elle est réalisée afin de déterminer le sens de
I’émulsion.

c. Micro-encapsulation par gélification

Les étapes de gélification se résument comme suit :
1. L’émulsion E/H est ajoutée a I’aide d’une seringue a une solution de CaCl, portée

sous agitation a 200 tr/min, comme I’indique la figure IV .4.

46



Chapitre IV : Materiel et méthodes

2. Le mélange : émulsion-CaCl; est filtré a I’aide d’un papier filtre. Les microspheéres
récupérées sont lavées avec une solution CaCl, (ImM) contenant 1% de tween 80,
puis a I’eau distillée.

3. Les microspheres obtenues sont sechées a la température (25 °C) pendant 48h puis

conservées dans un dessiccateur.

4——Emulsion E/H :
(huile d'olive+ span 80)/(alginate +PA)

Solution : CaCl2+NaCl

Barreau magnétique

«—— Agitateur magnétique
e

Figure 1V.4. Schéma du dispositif utilisé pour la préparation des microsphéres d’alginate
chargées de KF.

d. Enrobage des microsphéres

L’enrobage des billes formés se fait par immersion dans une solution de chitosane (1%, m/v),

dilué dans une solution de HCIl a 0.5 N et contenant le CaCl. a 0.5 %(m/v).

V1.4.3. Caractérisation des microsphéres

a. Analyse par microscope optique

b. Analyse granulométrique
L’analyse granulométrique concerne la détermination du diamétre moyen sur 20 particules
prises a I’état humide et a I’état sec.

c. Préparation des solutions tampons [61]
- Solution tampon pH 1.2 : Cette solution se compose de chlorure de potassium et I’acide
chlorhydrique (50 ml de KCI a 0,2 N+85ml d’HCI a 0,2N) dans 200 ml d’eau distillée.
- Solution tampon pH 7.4 : Cette solution contient 2.315 g de sodium hydrogenophosphate de
sodium anhydre (Na:HPO4) et 4.358 g de dihydroenophosphate de sodium anhydre

(NaH2PQO4) dans 800ml d’eau distillée. Le pH final de la solution est ajusté avec une solution
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d’acide phosphorique ou une solution de NaOH a 0,1M. Le volume final de la solution est
ajusté a1000 ml avec 1’eau distillée.
- Solution tampon saline pH=7.4 : Cette solution contient 2.38 g de Na;HPO4 .12H>0O (ou
I’équivalent de Na2HPO4 anhydre), 0.199 de KH2PO4 et 8g de NaCl dans 1000ml I’eau
distillée.

d. Etude du gonflement [29]

Cette étude permet d’établir son taux d’absorption et I’augmentation de volume des particules

au cours du temps. Trois milieux de gonflement ont été testés :

Milieu 1 : solution tampon pH=1.2.
Milieu 2 : solution tampon pH=7.4.
Milieu 3 : eau distillée.
Le mode opératoire consiste a réaliser les étapes suivantes :
- Peser environ 50 mg (n fois) de particules seches sur une balance analytique de
précision.
- Incorporer ces particules dans 25ml du milieu de dissolution.
- A des intervalles de temps réguliers (15 min pendant la 1% heure puis chaque 1h
jusqu'a 8h), les particules sont retirées du milieu de dissolution, posées sur du papier

absorbant pour enlever I’exces de liquide ;
- Peser les capsules obtenues a 1’aide d’une balance analytique de précision.

Le taux de gonflement (TG) a été calculé en utilisant la formule (IV.1):

TG (%) = =21 x 100 (IV.1)

m;j
Avec
mo : Masse initiale de KF

mi: Masse finale de KF

e. Quantification du PA encapsulé [35]

0.4 g de particules séchées et immergées dans 25ml de solution tampon saline (pH=7.4) dans
un flacon ambré. Ce mélange est agité a 200 tr/min pendant 24h. Ensuite, la solution a été
centrifugé a 5000 tr/min et le surnageant a été recueilli pour calculer la quantite de PA
présente dans les billes. Le contenu de PA sera calculé a partir de 1’absorbance mesurée a une
longueur d’onde d’absorption maximale (Amax) par spectrophotometre UV-vis.

Les différents paramétres d’encapsulation ont été calculés en utilisant les expressions 1.1 a
11.3.
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f. Etude de la cinétique de libération du KF encapsulé

Le mode opératoire du test de dissolution in vitro de KF est réalisé dans un dissolu-test.
L’expérience consiste a utiliser un godet de 900 ml de milieu de dissolution (pH 1.2 et pH 7.4
et I’eau distillée). Pendant cet essai le dissolu test est réglé a une température de 37 + 0,5 °C
avec une agitation de 100 tr/min. Introduire 100 mg de microparticules dans le panier et le
placer dans le dissolu test sous agitation pendant un intervalle de temps bien déterminé.
Prélever 10 ml de milieu de dissolution et filtrer immédiatement d’un filtre seringue de
porosité 0,45 pum puis remplacer le méme volume prélevé avec le milieu de dissolution pour
la reconstitution du volume totale du godet. Les échantillons obtenus sont analysés par

spectrophotométrie UV-Vis.
g. Analyse par FTIR
Cette analyse a été réalisée sur les microparticules séchées a I’étuve a 50°C pendant 6h.
h. Analyse par MEB
Quelques billes ont été séchées a I’étuve (50°C pendant 6h) puis analysées par MEB.
i. Analyse par DRX

La diffraction des rayons X a été employée pour étudier la structure cristallographique des
microparticules obtenues. D’ou, cette analyse consiste a identifier I’influence de KF sur la
morphologie structurale de départ des matériaux utilisés.

Le mode opératoire consiste a réaliser la DRX pour chaque substance pure (KF, alginate de

sodium et de chitosane) ensuite pour I’ensemble des formulations.
IV.5. Présentation de quelques résultats obtenus

IVV.5.1. Formulation des émulsions Eau/Huile

Les émulsions préparées concernent la dispersion de la phase aqueuse constituée d’alginate de
sodium et de KF dans une phase huileuse composée d’huile d’olive et stabilisée par

I’émulsifiant de nature lipophile : Span 80.
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Dans cette partie, nous avons présenté deux formulations (constituées de 20 % et de 35 % de
la phase aqueuse) sur 9 prévues étre réalisees. Celles-ci sont illustrées sur les figures 1V.5 et
IV.6.
- Pour la formulation d’émulsion E/H a proportion 20% de phase aqueuse, les
gouttelettes formées sont individualisées et posseédent des formes circulaires.

- Tandis que si la proportion de la phase aqueuse devient plus importante, les

gouttelettes ont une taille plus petite et leurs formes est irréguliéres.

Figure VI1.5. Vues microscopiques de 1’émulsion E/H a 20% de phase aqueuse ; a)

grossissement : x 40, b) grossissement x100.

Figure V1.6. Vue microscopique de 1I’émulsion E/H a 35% de phase aqueuse ;

grossissement : x 40.
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1VV.5.2. Gélification externe

Pour les deux émulsions obtenues, nous avons appliqué la gélification des gouttelettes

d’alginate contenant le KF par le chlorure de calcium.

A cette étape, les essais correspondant a la concentration de chlorure de calcium de 0.5%
(m/v) ont été réalisés et ceci sans passer aux étapes de séparation et de séchage.

Les formulations correspondantes sont illustrées sur les figures IV.7 a IV.8.

Figure 1V.7. Aspect des microparticules obtenues pour 1’essai : 20 % phase aqueuse et 0.5 %
de CaClo.

Figure 1V.8. Aspect des microparticules obtenues pour I’essai : 35 % phase aqueuse et
0.5 % de CaClz.
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Il est clair que pour une proportion de phase aqueuse de 20%, les gouttelettes d’alginate n’ont pas été
gélifiées, tandis que pour une proportion plus importante de cette phase la gélification a conduit a la

formation des spheres bien gélifiées et de forme sphérique.
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L’objectif principal de notre travail consistait a la préparation et la caractérisation des
microspheres  d’alginate  chargées de  principe actif selon la  méthode

d’émulsification/gélification externe.

Comme il a été signalé précédemment, cet objectif a été changé d’une part vers une étude
bibliographique approfondie s’articulant sur la méthode d’emulsification/gélification externe
et d’autre part vers la récapitulation des principaux travaux de recherche réalisés sur

I’application de cette méthode sur les principes actifs et les différentes maticres biologiques.

En effet, le traitement d’un travail de recherche visant a encapsuler le furoate de diloxanide

dans des microsphéres d’alginate nous a permis de synthétiser les constatations suivantes :

L’alginate constitue un biopolymére ayant des propriétés trés intéressantes pour
I’encapsulation des molécules a usage pharmaceutique en vue d’avoir une libération
prolongée d’un principe actif. Cette encapsulation dépend fortement de la concentration

d’alginate et du milieu de dissolution étudié.

- La méthode appliquée a conduit a I’obtention de microspheéres de taille moyenne allant de
348.24 um a 455.92 um. Celle-ci dépend de la concentration d’alginate de sodium tandis
qu’elle est inversement proportionnelle a la vitesse d’agitation et a la concentration du span

80 et celle du furoate de diloxanide.

- L’efficacité d’encapsulation du furoate de diloxanide est influencée fortement par les

concentrations d’alginate de sodium, de chlorure de calcium et de furoate de diloxanide.

- L’analyse thermogravimétrique a montré que le furoate de diloxanide est absent dans la

surface et qu’il existe a 1’état amorphe dans les microsphéres d’alginate.

- La diffractométrie par les rayons X a confirmé le bon piégeage du furoate de diloxanide

dans la matrice polymérique d’alginate de calcium.

- Le taux de gonflement varie d’une maniére progressive en fonction du temps dans les deux

milieux de dissolution étudiés (pH 1.2 et pH 7.4) et ceci pour toutes les formulations testees.

- L’¢étude de la cinétique de libération in vitro de furoate de diloxanide reléve que les

microsphéres d’alginate portant le DF maintiennent leurs intégrités dans le milieu gastro-
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intestinal. Ainsi, il a été prouvé qu’il existe un potentiel de la libération du FD dans la région

intestinale ce qui constitue une alternative a la forme galénique conventionnelle (comprimé).
En fin, nous proposons d’atteindre a venir les objectifs suivants :

- Préparation, optimisation et caractérisation des microsphéres d’alginate seul ou combiné

avec autres biopolymeres, en utilisant la méthode d’émulsification/gélification externe.

- Etude comparative d’encapsulation de quelques matiéres actives en utilisant

I’émulsification/gélification externe et interne.
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