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RESUME

Deux dérivés (KCRs et KCRES) du kappa carraghénane (KC) ont été synthétisés par deux
réactions : une éthérification (KCRs) et une estérification (KCRESs), en utilisant deux modes
de chauffage, par micro-ondes (MM) et par la méthode conventionnelle (CM). Les analyses
FTIR et *H-RMN ont confirmé la substitution des groupements hydrophobes sur la molécule
de KC. Le degré de substitution (DS) varie pour chacun des dérivés obtenus, selon le type de
réaction et le mode de chauffage appliqué. Les résultats indiquent des valeurs de DS plus
élevées pour les dérivés obtenus par MM (DS=0.77 pour KCR MM et DS=0.85 pour KCRE
MM), par rapport au mode CM (DS=0.45 pour KCR CM et DS=0.62 pour KCRE CM). Les
analyses DRX et MEB ont montré que les réactions d’éthérification et d'estérification n'ont
pas altérées les propriétés morphologiques, cristallographiques, ainsi que les propriétés
thermiques et rhéologiques des dérivés obtenus. La capacité émulsifiante des derivés a été
étudiée par la détermination de la concentration d'agrégation critique (CAC), dont les valeurs
sont inversement proportionnelles au DS des dérivés de KC. Ainsi, les valeurs de CAC
trouvées étaient egales a 0,08 % (p/v) pour KCRE MM et 0.13% (p/v) pour KCR MM. Alors
que la CAC a atteint 0,12 % (p/v) pour KCRE CM et 0.15% (p/v) pour KCR CM. En outre, il
a été constaté que les dérivés obtenus par micro-ondes forment des émulsions huile/eau
stables, avec une taille des gouttelettes qui diminue avec l'augmentation du DS. Ainsi, la
synthese par micro-ondes a permis d'obtenir des dérivés ayant un DS plus éleve et un
caractéere amphiphile avec un pouvoir émulsifiant plus important. Des émulgels a base de
Diclofénac de sodium (DCL) stabilisées par KC et ses dérivés ont été formulés et caractérisés.
Les formulations a base des dérivés KCRs et KCREs ont montré une bonne stabilité physico-
chimique avec des microstructures homogenes. L’étude biopharmaceutique a permis
d’évaluer la cinétique de libération et de diffusion du DCL. Les résultats ont montré que les
émulgels a base des derivés de KC exhibent des profils de libérations prolongées du DCL,
notamment les émulgels stabilisés avec le dérivé KCRE MM, offrant une meilleure libération
mais également une plus grande diffusion du DCL de facon prolongée pendant plus de 24h.
Ainsi, les dérivés hydrophobiquement modifiés de KC peuvent étre considérés comme des

excipients de choix pour la formulation, la stabilisation et la libération prolongée du DCL.

Mots clé : Kappa carraghénane, Modifications hydrophobes, Pouvoir émulsifiant,

Stabilisants, Excipients pharmaceutiques, Emulgels



ABSTRACT

Two derivatives (KCRs and KCRESs) of kappa carrageenan (KC) were synthesized by two
reactions: etherification (KCRs) and esterification (KCREs), by applying two heating
methods, microwave (MM) and conventional method (CM). The FTIR and *H-NMR analyses
confirmed the substitution of the hydrophobic groups on the KC molecule. The degree of
substitution (DS) varies from one derivative to another depending on the reaction type and the
applied heating method. The results indicate higher DS values for the derivatives obtained by
MM (DS = 0.77 for KCR MM and DS = 0.85 for KCRE MM), compared to the CM method
(DS = 0.45 for KCR CM and DS = 0.62 for KCRE CM). The XRD and SEM analyses
revealed that the etherification and esterification reactions did not alter the morphological and
crystallographic properties, as well as the thermal and rheological properties of the obtained
derivatives. The emulsifying capacity of the derivatives was studied by determining the
critical aggregation concentration (CAC), the values of this latter were inversely proportional
to DS of the KC derivatives. Thus, the CAC values were found equal to 0.08% (w / v) for
KCRE MM and 0.13% (w / v) for KCR MM. While CAC values reached 0.12% (w / v) for
KCRE CM and 0.15% (w / v) for KCR CM. In addition, it was found that the derivatives
obtained by microwaves form stable oil / water emulsions, with a droplet size that decreases
with the increasing DS. Hence, KC derivatives with higher DS values and an ampbhiphilic
character with a greater emulsifying power were obtained by the microwave synthesis.
Emulgels of sodium diclofenac (DCL) stabilized with KC and its derivatives were formulated
and characterized. The formulations of KCRs and KCREs derivatives exhibited good
physicochemical stability with homogeneous microstructures. The biopharmaceutical study
evaluated the release and diffusion kinetics of DCL. The results showed that emulgels based
on KC derivatives exhibit prolonged release profiles of DCL, in particular emulgels stabilized
with the KCRE MM derivative, offering better release but also greater diffusion of DCL in a
prolonged manner for more than 24 hours. Thus, the hydrophobically modified derivatives of
KC can be considered as excipients of choice for the formulation, stabilization and sustained
release of DCL.

Keywords: Kappa carrageenan, Hydrophobic modifications, Emulsifying power, Stabilizers,

Pharmaceutical excipients, Emulgels.
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Introduction génerale

De nos jours, les organismes de réglementation de I’industrie pharmaceutique ont tendance a
imposer des speécifications strictes pour le développement de nouveaux médicaments. En
effet, la mise au point de nouvelles formulations nécessite une compréhension approfondie sur
le principe actif pharmaceutique, les excipients et la fabrication des produits, en plus de toute
interaction entre ces parametres pouvant affecter la sécurité et I'efficacité des médicaments[1].
Les excipients considérés comme des composants inertes, ont une grande importance en
terme de développement de formes pharmaceutiques, et donc, toute variation dans leurs
attributs peut avoir un impact sur la performance du produit médicamenteux[1],[2]. Ainsi,
I’objectif du formulateur est la sélection minutieuse d’excipients pharmaceutiques selon leurs
roles dans la formulation & mettre au point. A cet effet, les excipients doivent avoir un réle
bien défini dans chaque formulation, selon la forme pharmaceutique développée. La mise au
point de toute forme galénique présente souvent des difficultés, en particulier lorsqu’il s’agit
de systemes complexes comme les émulsions. En effet, ces dispersions sont des systéemes
cinétiqguement et thermodynamiquement instables, tendant toujours vers une eventuelle

séparation de phase.

Pour stabiliser les émulsions, le choix d’agents émulsifiants comme excipients est d’une
importance capitale, vu qu’ils jouent un réle dans la réduction de la tension interfaciale entre
les deux liquides non miscibles et créent des forces électrostatiques répulsives et stériques.
Ainsi, ces molécules émulsifiantes contribuent a la limitation des phénoménes d’instabilité de
ces systemes dispersés. Les agents émulsifiants et stabilisants les plus couramment utilises
dans I’industrie pharmaceutique sont des produits de synthése chimique. Cependant, I’'usage
de ces tensioactifs synthétiques n’est pas toujours sans danger vue qu’ils présentent des effets
potentiellement irritants et toxiques[3]. A cet effet, il serait intéressant de remplacer ces
émulsifiants de synthése par d’autres molécules naturelles, afin de développer des émulsions
qui s’inscrivent dans la tendance actuelle des produits naturels et biocompatibles. Ces
dernieres années, deux stratégies sont d’actualité: la stabilisation des émulsions a 1’aide de
particules solides ou bien a I’aide de biopolymeéres. C’est cette deuxiéme approche qui sera
développée dans ce présent travail.

Les biopolymeéres tels que les protéines et les polysaccharides sont des exemples
d’émulsifiants et stabilisants naturels couramment utilisés dans la formulation d’émulsions
pour contrbler la structure, la texture et la stabilité des produits grace, entre autres, a leur
propriétés de surface et de gélification[4]. Parmi les polysaccharides les plus convoités par

I’industrie pharmaceutique, les carraghénanes. Ce sont des hydrocolloides d'algues utilises
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comme agents gélifiants et épaississants dans différents aliments, les produits
pharmaceutiques et les applications biotechnologiques[5]. Les carraghénanes sont des
polysaccharides composant la paroi de certaines algues rouges. Ils sont composés
alternativement d’unités (1—4) a-D galactopyranoses et (1—3) B-D-galactopyranoses, qui
peuvent étre substituées a différentes positions par des groupements sulfates créant ainsi une
grande diversité de structures des carraghénanes[6].

Les carraghénanes sont divisés en trois grandes familles: kappa (x), iota (1) et lambda (X). Dés
I’extraction, on détermine la forme saline des carraghénanes. Ces derniéres années, les
propriétés biologiques des carraghénanes comme agents antiviraux, anticoagulants,
antioxydants et anticancéreux ont été largement étudiées[7]. Récemment, le KC a été
largement étudié en tant qu’excipient pharmaceutique dans diverses formes galénique, comme
geélifiant et epaississant. Des travaux antérieurs ont déemontré son utilisation dans différents
systémes de libération, tel que les comprimes oraux a libération controlée [8], les granulés par
extrusion[9], ainsi que les microcapsules et les microsphéres[10]. De plus, en raison de son
fort caractére anionique et de ses propriétés d’épaississement et de gélification, le KC a été
utilise comme agent améliorant la viscosité et en tant que gélifiant dans les systémes
libération prolongée, tels que les comprimés et les films a base d'hydrogel[11],[12].
Cependant, les carraghénanes natifs presentent souvent des carences caractéristiques
concernant leurs applications industrielles et pharmaceutiques. Ainsi pour le kappa
carraghénane, ’ajout d’ions potassium augmente la force du gel. Le kappa carraghénane de
potassium (KC) aboutit a un gel fort souvent accompagné parfois d’un degré indésirablement
élevé de synérése sous déformation mecanique ou aprés une longue période de stockage, qui

altere la stabilité du gel ainsi que ses propriétés rhéologiques et mécaniques[13].

De plus, la nature hydrophile du KC limite son utilisation exclusive dans les systemes
disperses, tels que les émulsions et les suspensions[14]. Sa modification chimique, par
différents types de réactions (carboxymeéthylation, thiolation, acétylation, phosphorylation,
sulfatation, oxydation, cationisation,...), peut améliorer leurs propriétés et faciliter leurs
applications dans différents systemes[7]. Certaines modifications chimiques peuvent étre
effectuées sur les carraghénanes afin d’améliorer, développer ou modifier ses propriétés
physico-chimiques de surface. Ainsi, le greffage des groupements hydrophobes sur la
molécule de KC lui conférent un caractére amphiphile, le rendant capables de s'auto-associer
dans des solutions aqueuses, conduisant a la formation d'agrégats similaires a ceux qui se

produisent avec les tensioactifs par la formation de micelles.
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Cette these avait ainsi pour principal objectif de synthétiser de nouveaux excipients
pharmaceutiques ayant des propriétés amphiphiles, a partir du biopolymere kappa
carraghénane (KC). La stratégie de syntheses proposées repose sur deux réactions de
substitution : I’éthérification et I’estérification du KC a 1’aide de différentes techniques de
synthéses organiques, par la suite le kappa carraghénane et ses dérivés servaient a stabiliser
des émulgels contenant le Diclofénac de sodium (DCL), comme principe actif. Ce manuscrit

est compose de quatre chapitres :

Le premier chapitre est consacré a I’étude bibliographique et se compose de trois parties. Tout
d’abord, la premicre partie présente les polysaccharides alguals, spécialement le kappa
carraghénane de potassium (KC) qui est le biopolymeéres choisi pour cette étude, leurs
structures ainsi que leurs propriétés physicochimique. Puis, une deuxieme partie s’intéresse
aux modifications des polysaccharides, en se focalisant sur I’éthérification et ’estérification.
Ainsi, différents exemples de modification chimique du kappa carraghénane ayant pour but de

lui conférer des nouvelles propriétés ont été présentes.

Enfin, la derniére partie présente des concepts généraux concernant les dispersions (émulsion
et émulgel). Notre intérét a été porté sur les mécanismes de déstabilisation des émulsions, sur
les différentes techniques permettant de les mettre en évidence ainsi que sur la description des

différentes stratégies disponibles afin d’obtenir des émulsions stables dans le temps.

Le deuxiéme chapitre est dédié aux protocoles de modification chimique du KC ainsi que le
mode de formulation des émulsions et des émulgels. Les différentes techniques de

caractérisation développées au cours de cette thése ont été présentées.

Le troisieme chapitre décrit les principaux résultats obtenus lors de la modification
hydrophobe du KC en utilisant deux réactions : une éthérification a ’aide du chlorooctane
(CO) et une estérification a ’aide du 2-Octen-1-ylsuccinic anhydre (OSA). La présentation et
la discussion des résultats des contr6les physico-chimiques et rhéologiques ayant été effectuée
sur les dérivés de KC (KCRs et KC-OSAs), a I’aide d’analyses par spectroscopie infrarouge
(FTIR), résonnance magnétique et nucléaire du proton (RMNH), suivies par la diffraction
des rayons-X, la calorimétrie différentielle a balayage (DSC), la microscopie électronique a
balayage (MEB), la diffusion dynamique de la lumiére (DLS), et enfin une caractérisation
rhéologique compleéte des dérivés de KC (KCRs et KC-OSAs) ont été effectué.
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Le quatrieme chapitre est dédi¢é a 1’évaluation des dérivés de KC hydrophobiquement
modifiés comme excipients pharmaceutiques. Ainsi, des émulgels contenant le principe actif
Diclofenac de Sodium (DCL), ont été formulés et stabilisé a ’aide de KC et ses dérivés
(KCRs et KC-OSAs). L’ensemble des résultats des caractérisations physico-chimiques

rhéologiques et biopharmaceutiques des émulgels ont été présentés et discutés.

Cette these est achevée par une conclusion générale, dans laquelle on expose les différents
résultats obtenus ainsi que les perspectives pour mettre en avant les points qui méritent d’étre

approfondis et poursuivis.
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.1. INTRODUCTION
Les polysaccharides ont suscité un vif intérét chez les scientifiques depuis une trentaine

d’années. Ces macromolécules proviennent de sources renouvelables et abondantes telles que
les végétaux (cellulose, amidon, alginate...), les animaux (chitine, acide hyaluronique...) et
les microorganismes (xanthane, dextrane...). Ces biopolyméres sont généralement trés
hydrophiles, dans un certain nombre de cas hydrosolubles, mais aussi biodégradables et
biocompatibles.

La modification chimique des polymeéres hydrophiles par fixation de groupements
hydrophobes leur apporte un caractere amphiphile, qui leur confere des propriétés physico
chimiques nouvelles. Ces propriétés sont reliées dune part a leur capacité d’auto-
organisation en solution aqueuse et d’autre part a leurs propriétés d’adsorption aux interfaces
séparant une phase liquide aqueuse d’une phase liquide nettement moins polaire.

A T’heure actuelle, les polysaccharides amphiphiles trouvent de nombreuses applications dans
I’industrie alimentaire, cosmétiques, mais aussi dans les peintures, le papier, le textile, et le
forage petrolier gréace a leurs propriétés gelifiantes, épaississantes, hydratantes, émulsifiantes,
etc... Parmi toutes ces propriétés, les propriétes émulsifiantes des polysaccharides
amphiphiles sont intéressantes pour ameliorer la stabilité des émulsions directes (huile dans
eau) ou inverses (eau dans huile). Les applications de ces émulsions se situent dans divers
domaines comme la médecine (vaccins), la pharmacie (créme, pommade, dérivés vitamines
ou hormonaux), les cosmétiques (shampoing, lotions), 1’agroalimentaire (créme glacée,
vinaigrette), I’agrochimie (herbicides, insecticides), la synthése de biomatériaux (élaboration
de nanoparticules amphiphiles a ceeur hydrophobe)[15],[16].

Dans I’industrie chimique, des émulsions peuvent également intervenir transitoirement au
cours d’un procédé, comme par exemple la polymérisation en émulsion ou encore 1’extraction
liquide/liquide [16]. Cependant, les émulsions sont le plus souvent des produits finaux pour
une application directe. Ainsi, les émulsions sont devenues d’un intérét majeur pour les
industries car elles permettent de transporter, sous forme liquide et majoritairement aqueuse,

des produits qui ne sont solubles que dans I'huile.

Au cours de ce chapitre, nous avons donné succinctement une description générale des
polysaccharides d’origines algales et nous avons décrit les différentes réactions de
modification qui ont été étudiées sur le kappa carraghénane (KC) tout en élucidant leurs
mécanismes réactionnels. Dans cette optique, notre étude est focalisée sur 1’introduction de

groupements hydrophobes sur les chaines hydrophiles de KC par deux réactions chimiques
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(I’éthérification et I’estérification), afin de lui conférer des propriétés amphiphiles, exploitées

pour la stabilisation des systémes dispersés.

.2. LES POLYSACCHARIDES

Les polysaccharides peuvent étre définis comme de longues molécules formées de
I’enchainement de motifs similaires en I’occurrence des glucides appelés couramment sucres,
glucanes ou polyosides. Ce sont des polymeres naturels de haut poids moléculaire, résultant
de la condensation d’un grand nombre de molécules de chaines lin€aires ou ramifi¢es d’oses,
reliés entre eux par des liaisons glycosidiques[17].

Le terme "polysaccharides" est utilisé pour désigner indifféremment les oligosaccharides, les
polysaccharides et leurs mélanges. On distingue deux catégories de polysaccharides :

e Les homopolysaccharides dits « homogenes » comportant un seul type d’unités
monosaccharides.

e Les hétéropolysaccharides dits « hétérogénes » résultant de la condensation de différents
types de monosaccharides.

Ils peuvent étre utilises comme des épaississants, des stabilisants, des agents de suspension,

des gelifiants, des filmogenes, des agents d'aération, des floculants, des liants, des

émulsifiants, des lubrifiants ou encore des agents de texture et de structuration[18].

I.3. CLASSIFICATION DES POLYSACCHARIDES
Les polysaccharides peuvent étre classes selon plusieurs criteres, notamment : leur charge,

leur structure ou encore leur origine[19] :

a) Selon leur charge on compte :
= Les polysaccharides anioniques : Gomme arabique et pectine.
=  Les polysaccharides cationiques : Chitosane.
= Les polysaccharides non-ioniques : Cellulose.
b) Selon leur structure :
= Linéaire : Amylase, pectine...
= Ramifiées, a courte chaine (Gomme guar...), et a longue chaine (Gomme karaya...).

c) Selon leur origine :

Marine (Extrait d’algues): Alginates, agar, carragheenans.

Animale: chitine et chitosane.

Végétale: Amidon et cellulose.

Microbienne (Bactéries ou champignons): Glycane, pullulane, dextrane, xanthane.
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1.3.1. Polysaccharides alguals

Les polysaccharides extraits des algues rouges et brunes sont répartis en fonction de la classe

de I’algue qui les contiennent[20],[21].

a)

b)

Polysaccharides de Phaeophyceae-algues brunes: Les algues brunes sont les

principales sources d’alginates et d’acide alginique[22]. Leur chaine présente un poids

moléculaire de I’ordre de 800.000. Dans cette classe, on trouve :

= Les polyuronides composés de deux unités d’acides uroniques : les acides D-
mannuroniques liés en B-1,4- et les acides L-guluroniques liés en a-1,4.

= Les fucoidanes polyméres du a-(1—2)-L-fucose-4-sulfate.

= Les laminaranes ou B-1,3-glugane.

Polysaccharides de Rhodophyceae-algues rouges : Les algues rouges contiennent un

taux considérable en galactanes sulfatés, ayant un poids moléculaire supérieur a 1.000.000

et caractérisés par une répetition réguliere de résidus galactopyranoses. Ces unités

monomeres sont liées alternativement par des liaisons B-(1—3) et a- (1—4)[23]. Ces

galactanes sont subdivisés eux-mémes en deux groupes suivant la configuration des

unités:

e les molécules du type carraghénane.

e les molécules du type agar[24].

Polysaccharides des autres classes d’algues : Ces polysaccharides sont contenus dans
les familles Cyanophyceae (bleu-vert), Bacillariophyceae (deatomique) et Lanthophyceae.
Ils sont constitués par des unités tres variables comme le mannitol, le glucose, le laminitol,
I’inositol[21].

I.4. POLYSACCHARIDES DES ALGUES ROUGES

Les algues rouges sont capables de produire soit des carraghénanes, soit des agars.

1.4.1. Les carraghénanes

Les carraghénanes sont des polysaccharides qui constituent les parois cellulaires de diverses

algues rouges (Rhodophycées) appartenant aux familles des Gigartinaceae, Hypneaceae,

Furcellariaceae et Polyideaceae[25],[26]. Ils comportent des longues chaines galactanes,

polyélectrolytes anioniques. Leur masse moléculaire peut étre supérieure a 10° g.mol*[23].

Ce sont des polysaccharides tres sulfatés (20-50%) et les résidus a-D galactopyranosyles

peuvent étre sous forme 3°,6’-anhydro[27].
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1.4.1.1. Structure et nomenclature des carraghénanes.

Les carraghénanes sont composés alternativement d’unités (1—3) B-D galactopyranoses
(unités G) et (1—4) a-D-galactopyranoses (unités D). Les (1—4) o-D-galactopyranoses
peuvent aussi exister sous la forme 3,6-anhydro- galactopyranoses (unités DA). Ces unités G
et/ou D peuvent étre substituées a différentes positions par des sulfates (S), des O-méthyles
(M) ou des groupements d’acide pyruvique sous la forme de kétal cyclique (P), créant ainsi
une grande diversité de structures de carraghénanes. La position des substituants est indiquée
par le numéro des carbones auxquels ils sont attachés sauf pour le groupement P toujours
positionné sur les mémes carbones 4 et 6 de I’'unité D. Les unités galactopyranoses G et D des
carraghénanes adoptent la conformation chaise qui permet de placer en position équatoriale le
groupement CH>OH relativement volumineux, ainsi que la plupart des autres groupements
hydroxyles potentiellement substituables. Les unités D et G ont une conformation chaise 4C1
et les unites DA ont une conformation chaise 1C4. La désignation des différentes unités
s’effectue par un code alphabétique [28] pour pallier les limites rencontrées avec le code des

lettres grecques[29].

Une lettre grecque était attribuée a chaque nouveau motif disaccharidique identifié et leur
nombre augmentait rapidement. Le code alphabétique permet de décrire n’importe quel motif
et il est surtout utile dans la description de chaines complexes de carraghénanes contenant
plusieurs motifs disaccharidiques différents. Le code des lettres grecques est toujours
communément utilisé pour les carraghénanes commerciaux constitués majoritairement d’un
seul motif de répétition, comme, par exemple, le k-carraghénane (G4S-DA) extrait de

Kappaphycus alvarezii

1.4.1.2. Classification des carraghénanes
Les carraghénanes ont été classés dans différentes familles, en se basant sur la position des
sulfates sur les unités G. Deux familles, kappa et lambda, ont tout d’abord été distinguées[30],

auxquelles se sont ajoutées la famille beta [31] et la famille oméga[32].

a) La famille kappa (G4S-DA) : Elle se caractérise par une sulfatation en position 4 de
I'unité G. Elle se compose des carraghénanes kappa (G4S-DA) les précurseurs
biosynthétiques respectifs mu (G4S-D6S) et nu (G4S-D2S, 6S)[33]. Les motifs
précurseurs - et v-carraghénanes peuvent étre convertis en motifs k- et 1-carraghénanes,
lors de la biosynthese sous l'action de galactose-6-sulfurylases, ou industriellement par un

traitement alcalin [34]. Cette transformation s’effectue par la fermeture du pont 3,6-
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b)

d)

anhydro, concomitante au départ du groupement sulfate en C6. Ces carraghénanes de la
famille kappa se rencontrent chez de nombreuses espéces d’algues rouges, avec des
compositions en motifs kappa et iota, s'échelonnant d’une dominante kappa comme chez

les K. alvarezii [35] vers une dominante iota comme chez E. denticulatum[35].

La famille lambda (G2S-D2S, 6S) : La famille lambda se compose des carraghénanes
possédant une sulfatation en position 2 sur I'unit¢é G du motif. Ces carraghénanes se
rencontrent dans les parois des tétrasporophytes de certaines espéces de Gigartinaceae et
Phyllophoraceae. La structure majoritairement rencontrée est de type lambda (G2S-
D2S,6S) [36],[37],[38],[39]. La structure 6-carraghénane (G2S-DA2S) peut étre obtenue
par la lente transformation alcaline du A—carraghénane [40]. Cette structure 0-
carraghénane est aussi naturellement présente chez certaines algues comme
C.hombroniana [41],[42]. Des structures désulfatées comme le &-carraghénane (G2S-
D2S) [43] et pyruvatées comme le m-carraghénane (G2S-DP2S) [44] ont aussi été
observées en proportion plus ou moins importante chez les tétrasoporophytes de
différentes especes de Gigartinaceae [45],[46],[47].

La famille iota (G4S-DAZ2S): a une structure similaire que le kappa-carraghénane mais
possede deux groupements sulfates, avec un pourcentage de groupements sulfates compris
entre 28 et 30 %. L’iota-carraghénane posséde une quantité de 3,6-AG comprise entre 25
et 30 %. Le lambda-carraghénane est composé de 32 a 39% de groupements sulfates mais
ne contient pas de 3,6-AG[33].

La famille beta (G): Elle regroupe les carraghénanes qui ne possedent pas de
groupement sulfate sur leur unité G comme le B-carraghénane (G-DA) et son précurseur
le y-carraghénane (G-DG6S), isolés chez Eucheuma gelatinae [31] et Furcellaria
lumbricalis [48]. L’a-carraghénane (G-DA2S) et son précurseur biologique le 9-
carraghénane (G- D2S, 6S) font aussi partie de cette famille et ont été isolés chez

Catenella nipea[49].

La famille omega (G6S) : La derniere famille de carraghénanes se caractérise par une
sulfatation en position 6 de 'unité G. Elle a été découverte chez Rissoella verruculosa

(Gigartinales) et regroupe ’w-carraghénane (G6S-DA) et son présumé précurseur le -
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carraghénane (G6S-D6S). L’w-carraghénane (G6S-DA) avait déja été identifié dans des
structures kappa chez F. lumbricalis et Phyllophora nervosa[32].
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Figure 1.1. Structures Chimiques des carraghénanes [50].

1.4.1.3. Propriétés fonctionnelles des carraghénanes.
a) Solubilité : Les carraghénanes sont solubles dans I’eau, mais la température de
solubilisation dépend du type de copolymére et des cations associés a I’ester sulfate. Plus il y

a de groupements sulfate, plus la molécule est soluble. Donc la présence du pont 3,6

——

10

'
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anhydrogalactose résultant de la désulfation du carbone 6 du copolymeére diminue la solubilité
[51]. Le Kappa carraghénane est le moins hydrophile des carraghénanes, sa solubilisation
totale ne pourra étre assurée que par élévation de la température. Cette température de
solubilisation dépendra en outre du cation associé, la forme sodique étant plus facilement
soluble que la forme potassique. Cependant, tous les carraghénanes sont insolubles dans les
solvants organiques apolaires et dans la plupart des solvants organiques polaires [51].

b) Effets des électrolytes : Le pouvoir gélifiant des carraghénanes est grandement
influencé par la présence d’électrolytes, qui sont nécessaires pour permettre cette gélification.
Les sels de potassium (K*) sont les plus réactifs et de ce fait les plus utilisés. La densité du gel
de Kappa carraghénane augmente en fonction des concentrations de (K¥). Ainsi, plus la
concentration en (K*) est élevée plus le gel est dense. Les ions (K*) augmentent également les
températures de fusion et de formation du gel. Les ions calcium (Ca?*) ont également une
influence sur le pouvoir gélifiant des carraghénanes, mais leur effet est plus marqué pour la

fraction lota avec laquelle ils forment un gel trés élastique et cohérent [51].

c) Réactions avec les protéines : Les carraghénanes, au caractere anionique trés prononcé
du fait de la présence des groupements esters sulfates, réagissent avec les polyélectrolytes
cationiques, et les floculent. De la méme facgon, ils précipitent les protéines lorsque le pH est
inférieur a leur point isoélectrique. A des pH supérieurs a leur point isoélectrique, les
proteines sont compatibles avec les carraghénanes et des réactions peuvent étre obtenues. A
cet égard, la propriété la plus remarquable des carraghénanes, est leur aptitude a stabiliser les

micelles de caséine désignée sous le nom de caséine Kappa [51].

d) Mécanisme de gélification des carraghénanes : A température élevée et en solution,
les chaines de k- et 1-carraghénanes sont dans un état désordonné sous la forme de batonnets
semi-rigides. Cet état désordonné est di a I’agitation thermique. Lorsque la température est
abaissée, la transition sol/gel se produit et les carraghénanes passent a un état ordonné sous
forme d’hélices (Figure 1.2). Le gel se forme en présence de cations « gel-promoteur » qui
neutralisent les charges négatives des groupements sulfates sur ’hélice et permettent leur
association en agrégat [52],[30]. Les -carraghénanes forment un gel trés élastique en présence

de calcium et les k-carraghénanes un gel dur et cassant en présence de potassium.
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Le mécanisme de gélification des k- et 1-carraghénanes est toujours sujet de débat et oppose
deux théories (Figure 1.2). La premiere théorie supporte la formation de doubles hélices qui
s’associent ensuite en domaines de doubles hélices en présence de cations [53],[52],[54].

La seconde implique la formation d’hélices simples puis une association, induite en présence

de cations, en agrégats d’hélices simples [55],[56].
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Figure 1.2. Théories de la transition sol/gel du k-carraghénane en présence d’ions K+.
(A) Theorie du « Model domain »[52], (B) Théorie « Nested helices model » [55].

(B) Les ions K+ sont représentés par (®)

Ces deux théories s’appuient sur diverses méthodes de caractérisation telles que la diffraction
des rayons X, la rotation optique, la 3C-RMN, la diffusion de la lumiére, la rhéologie et la
calorimétrie. La formation des doubles hélices nécessiterait une structure réguliere de chaines,
impliguant une alternance des unités G4S et DA ou DA2S, de conformations 4C1 et 1C4
respectivement. La présence, dans les chaines de k- et 1-carraghénanes, d’unités D6S (motifs
p) et D2S,6S (motifs v) de conformation 4C1 et avec une sulfatation supplémentaire en C6,
empécherait la formation d’hélices et donc la gélification [53],[57]. La transformation alcaline
industrielle de tous les motifs précurseurs mu et nu en motifs kappa et iota est donc nécessaire

afin d’obtenir la propriété gélifiante voulue.
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Contrairement aux k- et 1-carraghénanes, le A-carraghénane ne forme pas de gel en solution.
Mais le A-carraghénane possede des propriétés viscosifiantes et épaississantes élevées. La
viscosité des solutions augmente avec la concentration en A-carraghénane, et décroit en
présence de sels et par élévation de la température. Ces différences de propriétés rhéologiques
s’expliqueraient par des structures tridimensionnelles différentes, conséquence d’un taux de
sulfatation élevée des chaines de A-carraghénane et de la conformation 4C1 des unités D2S,
6S des motifs lambda. La structure du A-carraghénane a été peu étudiée mais serait une

structure en forme de long ruban plat avec un motif G2S-D2S, 6S par tour.

1.4.1.4. Application des caraghénanes

Les propriétés physico-chimiques particuliéres des carraghénanes sont exploitées
industriellement. Les carraghénanes (E407) représentaient, en 1996, 15% du marche des
hydrocolloides alimentaires, soit 200 millions US$ [58]. Leurs propriétés gélifiantes,
texturantes et épaississantes sont utilisées dans les produits laitiers (flan, créme dessert,
glace). Ce sont aussi des agents de suspension dans le lait cacaoté, les vinaigrettes et les jus de
fruits avec pulpe. lls peuvent servir de liants dans les produits carnés et pour contréler la
rétention de 1’eau lors de la cuisson. En Algérie les carraghénanes sont aussi employés comme
liants et texturants dans des produits cosmetiques (dentifrice, shampoing) et comme gélifiant

dans les produits agroalimentaire (Flan, yahourt....).

1.4.2. Kappa carraghénane

Le k-carraghénane est soluble dans 1’eau mais insoluble dans les solvants organiques, et les
huiles. Les premiers paramétres qui influencent les propriétés du k-carraghénane sont le
nombre et la position des groupements sulfate, ainsi que la présence du motif 3,6-
anhydrogalactose. Plus le nombre de fonctions ester sulfatées portées par le motif de
répétition du carraghénane est élevé moins ces macromolécules sont solubles dans 1’eau. Les
carraghénanes commerciaux ont une masse molaire moyenne comprise entre 100 000 g.mol™
et 1 000 000 g.mol* [59]. La valeur du pKa des groupements sulfatés est aux alentours de 2
[60].

Dans une solution de x-carraghénane, la température est un paramétre qui influence la
conformation des chaines du polysaccharide. A une température élevée, les chaines sont
organisées de fagon aléatoire alors qu’a basse température, elles se réorganisent et adoptent
une conformation de type double hélice [61]. La présence de 1’unité DA est trés importante

car sa conformation chaise en 1C4 (Figure 1.3) confére au k-carraghénane des propriétés
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gélifiantes [62], liées a une structure secondaire de type hélicoidale du carraghénane. Ainsi,
I’absence de ces unités ne permet pas au p-carraghénane, précurseur du k-carraghénane, de

former un gel.

4(:]

Figure 1.3. Représentation des conformations chaises présente dans le k-carraghénane

Le k-carraghénane peut former en solution un reseau tridimensionnel (Figure 1.4) qui est le
résultat de la réticulation ou d’interactions ioniques entre les groupements sulfate du

polysaccharide et un cation monovalent ou divalent [63].

Figure 1.4. Schéma des doubles hélices de k-carraghénane.
Les cercles rouges indiquent les groupements sulfates [63].
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Le k-carraghénane ne porte qu’une charge négative par unité disaccharidique. Le cation
permettant la formation d’un réseau tridimensionnel stable pour le k-carraghénane est le
potassium (K*) [63]. Néanmoins, il est possible de former un réseau stable avec d’autres
cations que le K* comme le sodium (Na*), le calcium (Ca%"), le magnésium (Mg?®"), et le
strontium (Sr?*). Grace a ses propriétés de gélification et physico-chimiques, le «-
carraghénane peut étre utilisé dans I’industrie agroalimentaire comme additif pour les produits
laitiers, les viandes, les condiments et les boissons [64]. Il est aussi employé comme gélifiant,
stabilisant, et épaississant. Dans le domaine de I’industrie pharmaceutique, le k-carraghénane
va permettre d’immobiliser les cellules pour favoriser la production d’antibiotiques comme la
tétracycline et ses dérives.

Enfin, le x-carraghénane a également des propriétés biologiques intéressantes. Il posséde
notamment des propri€tés anticoagulantes largement supérieures a celles de I’héparine ainsi
que des propriétés antivirales contre le VIH et le virus de I’herpés [65],[66]. Une autre
application d’interet du k-carraghénane est sa capacité a limiter la progression de cellules
cancéreuses par son effet antimétastasique, qui empéche les interactions entre les cellules

cancéreuses et les différents substrats. Il posséde egalement des propriétes antioxydantes [62]

I.5. MODIFICATION CHIMIQUE DES POLYSACCHARIDES

Les biopolymeéres sous leur forme native offrent de multiples possibilités d’utilisation, mais
présentent quand méme I’inconvénient de ne pas pouvoir satisfaire tous les besoins du
formulateur dans tous les domaines. Ceci conduit souvent les chimistes a une alternative tres
intéressante pour pallier a cet inconvénient qui consiste a la modification ou la
fonctionnalisation de ces biopolymeres.

La fonctionnalisation permettra non-seulement de doter ces polymeres de nouvelles propriétés
et d’élargir leurs domaines d’utilisations mais aussi de limiter le recours a certains produits
synthétiques nocifs pour le consommateur et I’environnement.

Il existe plusieurs méthodes ou stratégies permettant la modification des biopolymeéres en
fonction des objectifs a atteindre et des fonctions présentes dans la molécule du polymeére.
Dans le cas des polysaccharides, on s’intéresse le plus souvent aux fonctions alcools car c’est
les fonctions majoritairement présentes dans la structure du polysaccharide, étant donné que

c’est une chaine glucidique (Figure 1.5).
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1.5.1. Stratégie de synthése des polysaccharides hydrophobiquement modifiés
Plusieurs agents alkylants typiques peuvent étre utilisés pour préparer des polysaccharides
hydrophobiquement modifiés (Figure 1.5). Il s’agit notamment des halogénures d’alkyle (tels
que les chlorures ou les bromures), des époxydes d’alkyle ou d’aryle, des halogénures
d’acyle, des anhydrides ou des isocyanates, qui peuvent réagir avec les groupes hydroxyles
libres du polysaccharide [67],[68]. Des alkylamines ont également été utilisées pour préparer
des dérivés hydrophobes de polysaccharides possédant des groupes carboxyles le long de la
chaine.
Les différentes réactions ainsi que leurs produits sont résumés et présentés comme suit :

1) Réaction d’éthérification utilisant des dérivés halogénés (Figure 1.5.a).

2) Réaction d’éthérification utilisant des dérivés époxydes (Figure 1.5 .b et c).

3) Formation d’ester (Figure 1.5. d et e).

4) Alkylation utilisant des dérivés isocyanates (Figure 1.5 .f).
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Figure L1.5. Stratégies de synthése de dérivés des polysaccharides

hydrophobiquement modifiés [68].

1.5.1.1. Ethérification par les dérivés halogénés
La stratégie la plus courante pour greffer de longues chaines alkylées sur des polysaccharides

est 1’éthérification. Cette réaction offre un accés facile a une variété de matériaux avec des
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propriétés précieuses, les réactifs éthérifiants sont généralement plus faciles a manipuler que
les réactifs utilisés pour la modification par I’intermédiaire des liaisons ester ou uréthane et la
liaison éthérique résultante est généralement plus résistante aux réactions ultérieures [69].

L’éthérification des polysaccharides par substitution nucléophile irréversible a I’aide
d’halogénures aliphatiques est illustrée a la figure 1.6. En général, le polysaccharide est
d’abord mélangé avec une base forte, par exemple, I’hydroxyde de sodium aqueux, par la
suite, ce polysaccharide alcalin est réagi avec 1’agent éthérifiant (halogénure d’alkyle), pour

former des alkyléthers.

0 0 0
-0 -
0~ NaOH , _0/ RX ’W’{Y
H OH ONa* ONa” R: alkyle OR OR

\: halogéne Polysaccharide
hvdrophobiquement modifie

Polvsaccharide

Figure 1.6. Ethérification d’un polysaccharide par un halogénure d’alkyle (R-X)

Cette stratégie a été appliquée a divers polysaccharides, y compris la cellulose et ses dérivés
(hydroxyéthylcellulose (HEC), carboxyméthylcellulose (CMC), hydroxypropylcellulose
(HPC)), le guar hydroxybutyle et ’acide hyaluronique [70]. En tant qu’agent d’halogénure
d’alkyle (R-X), R est une longue chaine alkyle contenant de 8 a 22 atomes de carbone (C8-
C22). Les iodures alkylés sont d’excellents agents alkylants, mais ils sont chers, de sorte que
les réactifs alkylés préférés sont les chlorures alkylés ou les bromures [70].

Les conditions de réaction sont similaires a celles habituellement utilisées avec les
halogénures alkylés courts, a ’exception du solvant. Dans le cas de réactions avec des
halogénures alkylés a chaine courte (C1-C4), I’eau est utilisée comme solvant [71]. En
revanche, les réactions avec de longues halogénures alkylés nécessitent 1’utilisation d’un
solvant organique comme 1’isopropanol (IPA), I’alcool tert-butylique (TBA), I’acétone, le
N,N-diméthylacétamide (DMAc) ou le diméthylsulfoxyde (DMSO) en raison de leur
insolubilité dans 1’eau. Ces réactions sont donc généralement effectuées dans des conditions
hétérogenes car le polysaccharide est en suspension dans le solvant organique [72]. Le pH du
milieu de réaction doit étre supérieur a 11 et est généralement ajusté a 13 en utilisant une base
forte, comme I’hydroxyde de lithium (LiOH), I’hydroxyde de sodium (NaOH) ou I’hydroxyde
de potassium (KOH). Toutefois, si le DMAc est utilis¢é comme solvant, ’ajout d’une base

supplémentaire n’est pas nécessaire. L’utilisation du NaH dans le DMSO semblait plus
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efficace que celle du NaOH dans le méme solvant, mais le systtme NaH-DMSO semble
causer plus de dépolymérisation que NaOH-DMSO. Dans certains cas, un agent de transfert
de phase tel que le chlorure de tétraméthylammonium (TMAC) est utilisé en combinaison
avec la base. Et les réactions sont généralement effectuées entre 70-105 "C pendant un court
laps de temps (1-8 heures). Les réactions d’alkylation effectuées a basse température
nécessitent des temps plus longs (24-92 heures) [72]. Par exemple, dans le cas de la réaction
de la cellulose avec le bromure d’octyle a 22 °C, il n’y a pas eu de substitution significative
apres 3 heures, mais le degré de substitution (DS) de la chaine d’octyle a atteint 0,11 apres 25
heures. Avec le bromure d’octadécyle, le DS a atteint 0,10 aprés 26 heures et 0,30 apres 72 h
[73]. Le degré de substitution (DS) des polysaccharides a longue chaine est souvent inférieur
a 5 %, car une DS plus élevée entraine des problémes d’insolubilité dans 1’eau des dérivés
polysaccharidiques finaux. Le DS est déterminé par *H RMN dans CDCl; [73], DMSO-d6
[74] or D2O [75],[76].

1.5.1.2. Ethérification par les dérivés époxydes

Les dérivés époxydes sont les intermédiaires les plus utilisés pour la synthése de
polysaccharides hydrophobiquement modifies par les liaisons d’éther (Figure 1.5.b et c).
Deux types de dérivés époxydes ont eté etudiés: I’époxyde d’alkyle et 1’éther

alkylglycidylique (2-alkyloxyméthyloxiranes) (Figure 1.7).
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Figure 1.7. Structure des deux types de dérivés époxydes utilisés pour préparer les
polysaccharides modifiés hydrophobiquement : 1’époxyde d’alkyle (époxyde de R)
et I’éther glycidylique d’alkyle (éther de R-glycidyle) [70].
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L’ époxyde d’alkyle ou I’ oxyde d’alkyle et de glycidyle sont abrégés par « époxyde de R »
ou « éther de R et de glycidyle », dans lesquels R pourrait étre non seulement une longue
chaine alkyle (ii), mais aussi phényle (i), ou chaine alkyle de polyéthyléne (iii) ou chaine
phénylalkyle de polyéthyléne (iv).Les dérivés epoxydes (i) et (ii) sont disponibles dans le
commerce, tandis que (iii) et (iv) doivent étre synthétisés par la réaction des alcools avec
I’épichlorhydrine. Habituellement, le groupe hydroxyle de I’alcool réagit avec le NaH dans le
DMEF et I’épichlorhydrine est ensuite ajoutée [77].

L’ouverture de cycle des époxydes nécessite un catalyseur afin d’obtenir une addition
nucléophile. En général, le polysaccharide est d’abord mélangé a une base alcaline, comme le
NaOH, le KOH, le NaH ou I’hydroxyde de tétrabutylammonium (TBAOH), sous une
atmosphere d’azote, et 1’agent éthérifiant (époxyde d’alkyle ou éther alkylglycidylique) est
ensuite ajouté au milieu réactionnel pour former des alkyléthers (Figure 1.8).
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Figure 1.8. Réaction d’éthérification des polysaccharides avec 1’époxyde d’alkyle (époxyde
de R) et I’éther de glycidyle d’alkyle (éther de R-glycidyle)[70].

Comme pour les réactions d’alkylation avec des halogénures d’alkyle, I’ouverture des
époxydes peut étre effectuée dans des conditions homogenes ou hétérogenes.

Dans les conditions hétérogenes, 1’éthérification est effectuée dans un mélange alcool/eau, en
présence de NaOH ou de KOH. Dans les mélanges alcool/eau, la concentration d’alcool est de
50 % a 100 % (v/v), et généralement d’environ 90 %. Ces concentrations conviennent pour
gonfler et suspendre la poudre de polysaccharide et dissoudre en méme temps les dérivés de
I’époxyde d’alkyle a longue chaine et la base. En utilisant ce type de solvant, les dérivés de

I’époxyde d’alkyle a longue chaine peuvent réagir avec le polysaccharide [67],[74],[78],[79].
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Les milieux de réaction a base d’alcool présentent des avantages notables. Ils sont
relativement peu codteux, non toxiques et le polysaccharide modifié peut étre facilement isolé
par filtration.

Les réactions hétérogenes sont effectuées a des températures allant de 55 °C a 90 °C pendant
1,5 ~ 16 h. Les conditions préférées dans la plupart des réactions sont 80 °C pendant environ
8 h. Aprés la réaction, le DS des polysaccharides alkylés ne dépassent pas le 1%. Des DS plus
¢levés rendraient les dérivés polysaccharidiques insolubles dans 1’eau. Dans des conditions
homogenes, le polysaccharide est généralement solubilisé dans le DMSO.

Le tert-butoxyde de potassium, I’hydroxyde de tétrabutylammonium (TBAOH) ou le NaH
sont utilises comme catalyseur de base. Dans le DMSO, ils ont des vertus particulieres. Pour
le tert-butoxyde de potassium, le DMSO interagit avec le centre potassique, améliorant la
basicité du butoxyde. Le TBAOH est plus soluble dans les solvants organiques que les bases
inorganiques classiques. Le NaH est insoluble dans les solvants organiques, toutes les
réactions impliquant le NaH se produisent a la surface du solide, et le NaH est propice a
maintenir les conditions anhydres.

Théoriquement, la procédure homogene devrait fournir une meilleure efficacité de réaction
plus élevée et un DS plus élevé que la procédure hétérogéne. De plus, elle est supposee
favoriser une distribution aléatoire des groupes alkyles le long de la chaine polysaccharidique,
car le polysaccharide et I’agent alkylant sont solubles dans le méme milieu de réaction. Dans
ces conditions, le polysaccharide modifié est isolé a la fin de la réaction par précipitation ou
par dialyse et lyophilisation.

L’efficacité plus élevée de la procédure homogéne a été confirmée par Durand et al [80].
Dans le cas du dextran modifié par 1’éther phénylglycidylique (EGP) a température ambiante
pendant plusieurs heures, et a une quantit¢ donnée d’EGP, le DS obtenu est beaucoup plus
¢levé avec le procédé homogeéne qu’avec le procédé hétérogene. Ceci peut s’expliquer par une
hydrolyse partielle de I’époxyde lors de l’utilisation de la procédure hétérogene. Environ
70 % du PGE ajouté est greffé sur le dextran a la fin de la réaction avec la procédure
homogene, alors qu’il n’est que de 10 % avec la procédure hétérogene [80].

Cependant, I'utilisation d’une base forte entraine souvent une dégradation partielle du
polysaccharide, conduit a la formation de dérivés du polysaccharide dont les masses molaires
sont inférieures a celles désirées. En comparaison avec les conditions hétérogénes, le DMSO
est plus cher que le solvant alcoolique, la réaction nécessite des conditions anhydres et le
traitement pour récupérer le polysaccharide est plus compliqué. Ces inconvénients limitent

I’industrialisation de cette stratégie.




Chapitre | Partie bibliographique

Il existe encore d’autres types de solvants utilisés individuellement, par exemple, un mélange
de DMSO et d’eau a été utilisé pour modifier 1’acide hyaluronique (HA) avec des éthers
alkylglycidyliques. L’effet de la concentration de DMSO dans le mélange réactionnel sur les
caractéristiques du produit (pour le dérivé décyle) a montré que ’augmentation de la quantité
de DMSO de 20 % a 90 % a entrainé une augmentation de DS de 17 % a 78 %, mais une
Iégére diminution de poids moléculaire [70].

I.5.1.3. Estérification par des dérivés hydrophobes d’acide carboxylique ou des
halogénures alkylés

Des réactions d’estérification ont également été utilisées pour préparer des dérivés alkylés de
polysaccharides. 11 s’agit soit d’un polysaccharide neutre avec un anhydride acylique (Figure
1.9 (i)) ou un halogénure acylique (Figure 1.9 (ii)), soit d’un polysaccharide acide (Acide
hyaluronique) avec un halogénure alkyle (Figure 1.10).

Polysaccharide
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Polysaccharide hydrophobiguement modifié

Figure 1.9. Estérification des polysaccharides avec des dérivés hydrophobes d’acide

carboxylique avec (i) anhydride acylique ou (ii) halogénure acylique [70].

Dans tous les cas, les réactions sont effectuées dans un solvant organique comme le DMSO
ou le DMF. Par conséquent, afin de rendre I’acide polysaccharidique soluble dans le DMSO
ou le DMF, il est préalablement transformé en sel de tétrabutylammonium (TBA) pour
protéger les groupes d’acide carboxylique hautement anionique et perturber les liaisons

hydrogene inter/intramoléculaires (Figurel.10) [70].
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Figure 1.10. Estérification des polysaccharides acides (Acide hyaluronique)

avec des halogénures alkyles (aryles)[70].

1.5.1.4. Alkylation (arylation) par des dérivés isocyanates
Les polysaccharides peuvent étre également alkylés a I’aide d’isocyanates aromatiques ou

aliphatiques [81],[82] comme le montre la figure 1.11.
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Figure 1.11. Réaction de carbamoylation du polysaccharide [70].

Les groupes isocyanates réagissent aussi spontanément avec I’eau, les modifications du
polysaccharide par carbamoylation sont habituellement effectuées dans des solvants
organiques. De plus, les structures de certains réactifs isocyanates sont présentées a la figure
I.11.Dans la plupart des protocoles, le DMSO a été utilisé comme solvant de dérivatisation,
quel que soit le solvant organique utilisé, des conditions anhydres sont requises. Il existe deux
grandes catégories de catalyseurs de polyuréthane, de composés aminés et de complexes
organométalliques. Ces derniers sont tres sélectifs vis-a-vis de la réaction
polysaccharidique/isocyanate [70].Cependant, le principal inconvénient, est la dégradation du
polysaccharide par la carbamoylation. En outre, malgré les progres réalisés dans D’art de
I’alkylation a ’aide de dérivés isocyanates, bon nombre des approches impliquent 1’utilisation
de matériaux relativement colteux qui peuvent étre compliqués a utiliser dans une installation

de taille commerciale [70].
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1.5.2. Modification chimique du kappa carraghénane

Plusieurs modifications chimiques ont été proposees pour améliorer, developper ou modifier
les propriétés physico-chimiques des carraghénanes. Les fonctions hydroxyle primaires des
unités G et secondaire des unités DA peuvent étre modifiees par polymérisation,
carboxymeéthylation, thiolation, acétylation, phosphorylation, sulfatation, oxydation, et
cationization (Figure 1.12), pour des applications dans le domaine de la pharmacologie, et de

la biotechnologie [59].
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Figure 1.12. Schéma des modifications chimiques du k-carraghénane

1.5.2.1. Réaction de carboxyméthylation

La carboxyméthylation des polysaccharides est une modification chimique largement utilisée
pour la recherche et le développement de nouveaux biomatériaux et a été appliquée a la
production industrielle de carboxyméthylcellulose (CMC) [83]. Les dérivés carboxyméthylés
possédent universellement une solubilité accrue, des activités biologiques améliorées, y
compris des activités antioxydantes et antimicrobiennes. La réaction de carboxyméthylation a
modifié les carraghénanes avec des propriétés compatibles pour un large éventail
d’applications, telles que 1’administration de médicaments [84], la cicatrisation des plaies et
les cosmétiques [85]. Le kappa carraghénane carboxyméthylé (CMKC) a une structure

semblable a I’héparine, qui est I’anticoagulant le plus couramment utilisé en clinique.
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La carboxyméthylation de KC apparait sur le C-2 d’unités DA ainsi que C-2 et C-6 d’unités
G4S avec la réactivité dans I’ordre de C-2 (G4S) > C-6 (G4S) > C-2 (DA) (Figure 1.13). Par
rapport a la k-carraghénane non modifiée, le KC aprés carboxyméthylation présentait une
meilleure proportion de séparation de 1’eau et une meilleure résistance au gel, indiquant que
les carraghénanes modifiés étaient équipés d’une capacité de rétention d’eau élevée et d’une
propriété de gélification douce qui répondrait & la demande commercialisable de production
industrielle [7]

De plus, les nanoparticules a base de KC carboxyméthylés ont été largement appliquées dans
I’administration d’insuline par voie orale. CMKC possede une capacité de protéger les

peptides de la dégradation acide et enzymatique dans le tractus gastro-intestinal [84].
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Figure 1.13. Réaction de carboxymeéthylation de kappa carraghénane[7].

1.5.2.2. Thiolation

Le kappa carraghénane thiolé a éte généré par le remplacement des groupes hydroxyles par
des groupes thiols aux positions C-6 et C-2 de G4S (Figure 1.14). La substitution était de
62,6%. Etle KC-SH a montré une viscosité dynamique accrue, Par conséquent, la propriété
mucoadhesive de dérivé thiolé est largement influencée par le degré de thiolation, qui est

utile pour le développement de nouveaux excipients pharmaceutiques [7].

Figure 1.14. Réaction de thiolation du kappa carraghénane [7].
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1.5.2.3. Réaction d’acétylation

L’acétylation des carraghénanes est relativement rare, se concentrant principalement sur
I’activité antioxydante. Par exemple, a une concentration de 100-400 pg/ml, les dérivés
acétylés élevés des oligosaccharides KC présentaient une meilleure inhibition des radicaux
superoxydes que les KC non modifiés. En ce qui concerne les dérivés faiblement acétylés, la
récupération du superoxyde dépendait de la concentration, car le taux d’inhibition était
inférieur a celui du KC non substitué a des concentrations inférieures a 200 pg.ml?, mais
supérieur a celui du KC non substitué a des concentrations supérieures a 200 pg.ml™ [86].
Comme pour les radicaux hydroxyles, une inhibition dépendante de la concentration a été
observée pour les dérivés acétylés. Le balayage du OH a augmenté avec les concentrations
croissantes dans les dérivés acétylés faibles et élevés. Cependant, le premier a montré une
forte OH. En conclusion, l’acétylation des carraghénanes peut mener a des activités
antioxydantes améliorées qui étaient étroitement liées au degré de substitution et a la
concentration des polysaccharides modifiés, mais le mécanisme intrinseque de différenciation
des activités de récupération de radicaux libres entre un degré de substitution faible et élevé

n’est pas tres clair.

1.5.2.4. Réaction de Phosphorylation

La phosphorylation du kappa carraghénane peut se produire sur le C-2 des résidus de G4S, ou
les groupes hydroxyles ont été remplacés par des groupes diphosphoester (Figure 1.15). Les
dérivés phosphorylés ont affiché un effet inhibiteur relativement plus faible sur le superoxyde,
que ce soit a des concentrations faibles ou élevées, ce qui indique que la phosphorylation des
carraghénanes ne profitera pas a leur balayage par superoxyde. En revanche, les
oligosaccharides KC phosphorylés ont montré d’excellentes activités de récupération des

radicaux hydroxyles [86].
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Figure 1.15. Réaction de phosphorylation du kappa carraghénane[7].
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1.5.2.5. Réaction de Sulfatation

La sulfation de kappa carraghénane (Figure 1.16) a triplé le pourcentage de sulfate et
augmenté 1’efficacité anticoagulante plus de 100 fois [87]. De plus, pour doubler le temps de
la prothrombine, la concentration de kappa carraghénane requise a été réduite de 30 fois apres
la sulfatation sur le C-6 de G4S [88]. Par ailleurs, la substitution de sulfates sur le C-6 de G4S
et C-2 d’unités de DA a eu un effet favorable sur I’activité anticoagulante des dérivés de
carraghénane, et des groupes de sulfates a C-2 de oligosaccharides kappa carraghénane non
modifiés [86],[89].
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Figure 1.16. Réaction de sulfatation du kappa carraghénane [7].

1.5.2.6. Réaction d’Oxydation

L’oxydation des carraghénanes se fait généralement a I’aide du TEMPO ou du peroxyde
d’hydrogéne (H202) comme oxydant, et le niveau d’oxydation dépend du nombre d’oxydants
[90],[91]. Propriété oxydative des carraghénanes principalement causee par la substitution de
groupes carboxyle ou aldéhyde a des groupes hydroxyles primaires (Figure 1.17). De plus,
une réaction secondaire dans 1’oxydation TEMPO de kappa carraghénane peut se produire au
C-2 des unités DA, qui peut étre éliminée par ’agent réducteur NaBH4 sans affecter le groupe
carboxyle au C-6 [92]. Il est établi que I’effet antibactérien des polysaccharides oxydés est
principalement attribuable a la présence de groupes d’aldéhydes, de sorte qu’une teneur
élevée en aldéhydes peut favoriser la propriété antibactérienne des polysaccharides oxydés
[93]. De plus, le groupe carboxyle a été confirmé pour améliorer I’activité anticoagulante des

carraghénanes oxydés [90].
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Figure 1.17. Réaction d’oxydation du kappa carraghénane [7].
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1.5.2.7. Cationisation du kappa carraghénane

Le kappa carrghénane amphotére a été généré par 1’éthérification de KC anionique avec le
CHPTAC [94]. La cationisation de KC apparait sur le C-2 des résidus DA, suivie de C-2 et
C-6 des G4S (Figure 1.18). L’interaction électrostatique entre les groupes sulfates et le

composé cationique peut modifier les propriétés de surface des carraghénanes [7].

OH

Figure 1.18. Réaction de cationisation de kappa carraghénane [7].

1.6. LES DISPERSIONS

Une dispersion est un systeme généralement constitu¢ d’au moins deux phases dont I’'une, la
phase dispersée (généralement la partie minoritaire) est dispersée dans I’autre phase (partie
majoritaire) dite dispersante ou phase continue.

Il existe plusieurs types de dispersions qui appartiennent a différentes classes. Parmi les
méthodes de classification des systemes disperses, la plus simple est celle qui permet de

rattacher ces systémes aux phases solide, liquide et gazeuse.

1.6.1. Les émulsions

Les émulsions sont des dispersions de deux phases non miscibles ou l'une des phases est
dispersée sous forme de gouttelettes dans l'autre. La phase qui est présente sous forme de
gouttelettes est dénommée « phase dispersee » et la phase qui constitue la matrice dans
laquelle se trouve les gouttelettes en suspension est appelée la « phase continue » [95],[96].
Les deux phases non miscibles de I’émulsion n’ont pas la méme solubilité. L’une est
hydrophobe ou lipophile, désignée couramment : phase hydrophobe. L’autre est hydrophile,
dite phase aqueuse [97]. La phase continue est parfois appelée la phase externe, milieu de
dispersion ou milieu de suspension[98],[99]. Ces systéemes sont des cas particuliers des
dispersions colloidales ayant une taille variant de 10 a 1000 nm [100]. Les émulsions
contiennent aussi généralement un troisieme composant, appelé l'agent émulsionnant ou

émulsifiant.
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Les émulsions sont des systemes instables sur le plan thermodynamique, car la séparation des
deux phases méne a une diminution de 1’énergie libre du systéme. La stabilité du mélange est
alors assurée par un agent émulsifiant formant un film interfacial autour des globules de la

phase dispersée [101].

1.6.1.1.Structure des émulsions

Les ingrédients de I'émulsion s’auto-organisent sous l'effet de différents facteurs: physiques
(forces intermoléculaires ou inter-gouttelettes), chimiques (Formation de liaisons covalentes)
et biologiques (fermentation, etc.). Comme les émulsions sont des systéemes métastables, leur
structure initiale évolue avec le temps, pendant le stockage et/ou le transport, suite aux
traitements thermiques et aux contraintes mécaniques [102].

Il est d'une importance primordiale de fabriquer des structures qui ne sont pas seulement
bonnes en termes de perception sensorielle, mais aussi suffisamment stables pour étre
commercialement viable. Les exigences relatives a la composition et aux propriétés des
gouttelettes d'émulsion sont differentes selon [l'utilisation finale. Le comportement des
émulsions alimentaires est déterminé par les trois parties du systeme: la phase huileuse, la
phase interfaciale et la phase aqueuse (Figure 1.19). L'interface peut étre éliminée dans le cas
d’émulsions acoustiques sans tensio-actif. Comprendre les propriétés structurales des
émulsions exige une connaissance precise des comportements de ces trois constituant de

I’émulsion, a la fois individuellement et en mélange[102].

Goutte d'huile PA hydrophobe
Téte hydrophile
Emulsifiant Queue hydrophobe

Molécule émulsifiante

H/E Emulsion

Figure 1.19. Schématisation de la structure d’une gouttelette d’huile dans une émulsion huile

dans eau (H/E), stabilisée par un tensioactif [103].
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1.6.1.2. Composition des émulsions
Les émulsions sont composees géneralement de deux phases distinctes : une phase hydrophile
généralement de 1’eau, une phase hydrophobe généralement une huile, et d’un émulsifiant a

I’interface de ces deux phases[102].

1.6.1.2.1. Phase hydrophile

Composée essentiellement d’eau, ou de macérat hydro glycériné, la phase aqueuse peut
également intégrer une gomme, une résine ou d'autres ingrédients selon le produit fabrique,
elle peut étre additionnée a d’autres substances humectantes ou a des principes actifs rendant
le milieu plus ou moins impropre au développement de micro-organismes. La phase aqueuse
peut contenir des ions, des biomolécules telles que des polysaccharides ou des protéines, qui

peuvent exercer des effets stabilisateurs ou déstabilisateurs[105],[107].

1.6.1.2.2. Phase hydrophobe

C’est la phase qui conditionne les caractéristiques et propriétés du produit fini. La phase
hydrophobe peut étre de nature lipidique et sert souvent de matrice de vectorisation des
principes actifs hydrophobes utilisés dans les domaines des cosmeétiqgues ou des
pharmaceutiques. La phase hydrophobe peut étre constituée de triglycérides mais aussi
d’huile essentielle (terpeénes) ou d’actifs hydrophobes. Concernant cette huile végétale, dans
I’agroalimentaire il peut s’agir de I’huile de tournesol, colza, huile d’olive et autre huiles
comestible. En cosmétique, il peut s’agir soit des huiles végétales ayant des vertus comme,
nourrir et apporter confort et protection a la peau ou aux cheveux, comme exemple : huile
d’amande ou I’huile d’argan. Il peut s’agir des huiles essentielles provenant de différentes
plantes aromatique et présentant de nombreux avantages que ce soit dans le domaine
cosmétique, pharmaceutique ou encore dans 1’agroalimentaire. Les huiles essentielles ont été
largement utilisées pour leurs propriétés antibactérienne, antifongique et insecticide [104].
Généralement, la phase dite huileuse est composée d’huile végétale, huile essentielles,
vitamines, antioxydants et agents bioactifs ; la phase aqueuse comprend ’eau, les tensioactifs,

les gommes, ou des sels.

1.6.1.2.3. Emulsifiant

Les émulsifiants peuvent étre des molécules amphiphiles, c'est-a-dire qu’ils présentent deux
parties de polarité différente, I'une lipophile, ayant affinité avec les matieres grasses, 1’autre
hydrophile , ayant une affinité avec 1’eau [105].Généralement les agents tensioactifs appelés

aussi agents de surfaces tensioactifs ou surfactants sont les plus utilisés. Ils ont la capacité de
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diminuer la tension interfaciale entre 1’eau et I’huile et permettent ainsi le mélange homogéne
des deux liquides non miscibles. Grace a ce caractere amphiphile, les tensioactifs vont venir
se fixer a I'interface des phases hydrophiles et lipophiles, ce qui va abaisser la tension de
surface et donc stabiliser 1I’émulsion [106].Les tensioactifs sont caractérisés par leur balance
hydrophile lipophile ou HLB qui traduit I’équilibre entre les groupements hydrophiles et les
groupements lipophiles. Lorsque la HLB est compris entre 1 et 9, le tensioactif est lipophile et
favorise les émulsions eau dans huile E/H. Lorsque le HLB est comprise entre 11 et 20, le
tensioactif est hydrophile et facilite les émulsions huile dans eau H/E. Cette balance est un
facteur important dans le choix du tensioactif suivant le type d’émulsion souhaitée. La nature
du tensioactif est également importante suivant ses propriétés [107].
Pour les tensioactifs, la stabilisation est aussi effectuée par la création d’une barriére stérique,
mécanique et électrique entre les gouttelettes, ce qui empéche leur coalescence. Il existe
quatre types de composes tensioactifs, qui sont regroupés selon la nature de la partie
hydrophile (Figure 1.20) :

= Les tensioactifs anioniques : la partie hydrophile est chargée négativement.

=  Les tensioactifs cationiques : la partie hydrophile est chargée positivement.

= Les tensioactifs zwitterioniques ou amphotéres : la partie hydrophile comporte une

charge positive et une charge négative, la charge globale est nulle.

= Les tensioactifs non ioniques : la molécule ne comporte aucune charge nette.
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Figure 1.20. Différents types de tensioactifs.

1.6.1.3. Types d’émulsions
Il existe différents types d’émulsions. En effet, selon la nature de la phase dispersée et le
nombre de phases difféerentes émulsions subsistent. Les émulsions peuvent étre classées en

deux grands groupes:
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1.6.1.3.1. Emulsions simples
Dans le cas d'émulsions simples, des gouttelettes d'une phase liquide sont dispersées dans une

autre phase liquide non miscible (Figure 1.21) [108].

Les émulsions sont nommees suivant la phase dispersée en «huile-dans-eau» ou «eau-dans
huile ». Les émulsions « huile dans eau » sont composées de gouttelettes d'huile dispersées
dans une phase aqueuse alors que les émulsions eau dans huile ont une disposition inverse,

c'est-a dire que les gouttelettes d'eau sont dispersées dans une phase huileuse [108].

Huile dans Eau (H/E) Eau dans Huile (E/H)

Phase hydrophile — Phase hydrophobe

0%,
%

\\

Figure 1.21. Structure des émulsions simples : Huile dans Eau (H/E)

et eau dans huile (E/H) [15].

1.6.1.3.2. Emulsions doubles ou multiples

Les émulsions multiples sont des systemes complexes, appelés «émulsions d'émulsions»

[109]. Deux principaux types d'émulsions doubles peuvent étre distingués (Figure 1.22)

[102]:

e Emulsion eau dans huile dans eau (E/H/E) ou une émulsion E/H est dispersée sous forme
de gouttelettes dans une phase aqueuse.

e Emulsion huile dans eau dans huile (H/E/H) ou une émulsion H/E est dispersée dans une
phase huileuse.

Les émulsions E/H/E sont plus fréquente que émulsions H/E/H. Les émulsions doubles

contiennent plus d’interface et sont encore plus thermodynamiquement instables que les

émulsions simples [110]. Les émulsions doubles présentent beaucoup de possibilités

intéressantes pour la libération contrdlée de substances chimiques initialement piégées dans

les gouttelettes internes. Diverses industries, y compris 1’alimentaire et les cosmétiques,

31
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manifestent un intérét évident dans le développement technologique de ces systemes
complexes. Le domaine des produits pharmaceutiques est la principale zone d'application.

Eau dans Huile dans Eau (E/H/E) Huile dans Eau dans Huile ( H/E/H)

Phase hydrophile —p#= Phase hydrophobe

Figure 1.22. Emulsions doubles [15].

1.6.1.4. Classification des émulsions

Selon la taille de leurs gouttelettes, les émulsions peuvent étre classees en trois types :
Macroémulsions, nanoémulsions et microémulsions. Contrairement a ce que 1’on pourrait
penser, dans la littérature, les microémulsions sont les émulsions ayant la granulométrie la

plus fine et leur taille de gouttelettes est plus petite que celle des nanoémulsions.

1.6.1.4.1. Macroémulsion

Regroupe des dispersions liquide/liquide, avec une taille de gouttelettes comprise entre 1 et
100 um (voire jusqu’a 500 pm) correspondant a la dimension minimale accessible par
agitation mécanique. La grande taille des gouttelettes augmente 1’effet de la gravité sur ces

derniéres ce qui rend le systéeme instable thermodynamiquement [111].

1.6.1.4.2. Microémulsion

Les microémulsions sont des systemes homogenes, thermodynamiquement stables,
transparents et peu visqueux. Elles sont transparentes, parfois bleutées (par effet de Tyndall),
en raison de leur faible tailles. Les phénomenes de diffusion de la lumiére visible (de longueur
d’onde 0,4 a 0,8um), qui provoquent I’opacité des émulsions, n’interviennent plus pour cette
échelle de taille deux cent fois plus petite. Les microémulsions sont des systemes
monophasiques dans lesquels un tensioactif rend possible la coexistence des phases eau et
huile. Les microémulsions présentent des micro-domaines de petite dimension, typiquement
de I’ordre de 10 a 100 nm, fluctuant rapidement dans le temps et dans 1’espace. Contrairement

aux macro/nanoémulsions [112].

1.6.1.4.3. Nanoémulsion
Les nanoémulsions peuvent étre définies comme des dispersions d'un diametre bien inférieur

a l'ordre du micron [113]. Les nanoémulsions sont trés intéressantes en raison de la taille
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extrémement faible des gouttelettes, entre 20-500 nm [114]. La plupart d'entre elles peuvent
apparaitre transparentes ou translucides grace a leurs gouttelettes aux dimensions plus petites
que la longueur d’onde de la lumiére (D~50 nm) rendant la diffusion de lumiére relativement
faible [115],[101], [116]. Les nanoémulsions sont aussi connues sous le nom miniémulsions
[117], émulsions ultrafines, émulsions submicroniques [118], microémulsions instables [119].

En raison de leur petite taille des gouttelettes, certaines nanoémulsions ressemblant a des
microémulsions transparentes ou translucides[114]. Cependant, les nanoémulsions,
contrairement aux microémulsions, ne sont pas thermodynamiquement stable. Néanmoins,
elles peuvent avoir une grande stabilité cinétique parce que leur petite taille de gouttelettes les
rend stables contre la sédimentation et le crémage[115],[114],[101].

1.6.1.5. Instabilité des émulsions

Les émulsions sont thermodynamiquement instables et présentent un risque de floculation, de
crémage ou de coalescence lors des interactions dynamiques des gouttelettes. Elles tendent
vers la séparation de phase par le biais de transfert de masse, et autres mécanismes. Comme le

montre la figure 1.23, les différents modes de dégradations des émulsions sont les suivants :

1.6.1.5.1. Floculation
Lors de la floculation, les gouttelettes de la phase dispersée forment des agrégats et chacun de

ces agrégats conserve encore son identité; I'agrégation est réversible.

1.6.1.5.2. Coalescence
C’est un phénomene irréversible qui résulte de la rupture du film interfacial entre les gouttes
de la phase dispersée et donc formation de grosses gouttelettes. La coalescence débute par une

floculation, s’ensuit une fusion des gouttelettes [120].

1.6.1.5.3. Sédimentation et crémage

Ces deux phénomenes résultent de la différence de densité entre la phase continue et la phase
dispersée. Si la phase dispersée a une densité plus élevée que la phase continue, il en résultera
une sédimentation, cependant si la phase dispersée présente une densité moins importante que
la phase continue ce qui aboutit & un crémage. Théoriqguement, le crémage et la sédimentation
sont des phénomenes réversibles, car il suffit en principe d'agiter modérément les préparations

pour redistribuer les particules de fagon homogene [121].
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1.6.1.5.4. Miirissement d’Ostwald

Le mdrissement d'Ostwald représente le flux de matiere des petites vers les grosses gouttes,
au travers de la phase continue. Les petites gouttes se vident au profit des grosses, et la
granulométrie se modifie puisque les classes de faible taille disparaissent. Le mdrissement

d'Ostwald intervient, en permanence, dés que des interfaces courbes sont présentes [122].

1.6.1.5.5. Inversion de phases
L’inversion de phases, est un phénomene qui se traduit par un changement du sens de
I’émulsion, c’est-a-dire la transformation d’une émulsion E/H en une H/E ou inversement.
Elle peut étre aussi liée a plusieurs facteurs tels que, la température, la nature de la phase
huileuse, la nature et la concentration des sels existant, la proportion de phase dispersée [123].
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Figure 1.23. Phénomeénes de déstabilisation des émulsions [124].

1.6.1.6. Modes de stabilisation des émulsions

Il est connu que les caractéristiques de 1’huile affectent les propriétés de 1'émulsion (par
exemple, la taille des gouttelettes, la stabilité colloidale), en présence de tensioactifs et / ou
polymeres amphiphiles. La stabilité colloidale des suspensions (tel que les émulsions) résulte
des forces attractives de Van der Waals et des forces €lectrostatiques répulsives. En I’absence
de ces forces répulsives opposées aux forces de VVan der Waals, les gouttelettes en suspension

s’agreégent et coalescent déstabilisant ainsi I’émulsion. Ces forces de stabilisation sont de trois
types [125].

1.6.1.6.1. Stabilisation électrostatique
Dans un milieu aqueux, une particule acquiert une charge électrique en surface qui dépend de

la structure de la particule, de la présence de groupements ionisables et/ou de 1’adsorption
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sélective d’ions présents dans le milieu. Il apparait alors une charge superficielle, positive ou
négative selon le pH du milieu. Les ions avec une charge de signe opposeé a celle de la
particule (contre-ions) vont se concentrer autour de sa surface, tandis que les ions avec la
charge de méme signe (co-ions) seront repoussés vers I’extérieur. Loin de la surface, la
concentration en ions positifs et négatifs est la méme, ce qui induit un milieu électriquement
neutre [111]. Cette distribution non homogeéne est appelée double couche électrique, et est
représentée graphiquement sur la figure 1.24.

Lorsque deux particules chargées se rapprochent, chacune avec sa charge ionique,
I’interpénétration des doubles couches électriques va générer un potentiel de répulsion
¢lectrostatique. Il faut noter que 1’ajout de sel au systéme fait augmenter la force ionique, ce
qui restreint la double couche en réduisant la portée de la répulsion, ce qui peut générer des
effets d’agrégation [111]. La présence d'especes adsorbées chargées comme dans les
tensioactifs ioniques, peut évidemment produire le méme effet, en générant une zone de

charge nette non nulle prés de l'interface et la répulsion correspondante.
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Figure 1.24. Double couche électrique [123].

1.6.1.6.2. Stabilisation stérique

Cette méthode de stabilisation consiste a ajouter des macromolécules de type non-ionique, qui

s’adsorbent a I’interface des gouttelettes, tels que les polyméres amphiphiles. Ces couches

macromoléculaires agissent en créant une barriére physique qui augmente la distance entre les
gouttes [112]. Ce phénomeéne peut étre interprété de deux théories:

% La premiére théorie porte sur un effet entropique, parce que les chaines adsorbées se
compriment, en réduisant leur volume, ce qui entraine une réduction de I’entropie et
provogue la répulsion désirée.

% La deuxiéme théorie, porte sur une répulsion osmotique basée sur I’interpénétration des
couches adsorbées. Il y a une augmentation de la concentration en segments polymeres

dans la région de recouvrement et une réduction de I’entropie configurationelle. En
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conséquence, la pression osmotique dans cette région augmente, ce qui tend a séparer les
gouttes entre elles.
Ce type de stabilisation peut aussi se produire par 1’ajout de particules solides comme le talc

ou la nacre micronisée [112],[111].

Figure 1.25. Schéma de la stabilisation stérique [126].

1.6.1.6.3. stabilisation électrostérique

Cette technique de stabilisation combine les effets stériques et électrostatiques, provoqués par
des macromolécules présentant des groupements ioniques distribués dans la chaine principale
ou dans les ramifications. Ces molécules apportent un effet stérique (stabilisation a courte
portee) et un effet électrostatique (stabilisation a longue portée) a la particule [112],[127].
L'origine du composant électrostatique peut étre une charge nette sur la surface des particules
et / ou des charges associées au polymeére fixé a la surface (c'est-a-dire a travers un
polyélectrolyte fixé) [112].

Figure 1.26. Stabilisation électrostérique : (a) particules chargées avec un polymere non

ionique, (b) polyélectrolyte attaché avec des particules non chargées[126].
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1.6.1.6.4. Stabilisation couche par couche

La stabilisation couche par couche (Layer by layer stabilisation, LBL) représente une
organisation successive de couches de tensioactifs chargés et de polymeéres (Figure 1.25).
Actuellement, la stabilisation stérique (par polymére amphiphiles) et électrostérique

(tensioactif) sont les deux modes les plus utilisés pour la stabilisation des émulsions.
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Figure 1.27. Utilisation du mécanisme de stabilisation couche par couche (Layer by layer

stabilisation, LBL) pour la production d’émulsion H/E [128].

1.6.2 HYDROGELS ET EMULGELS

1.6.2.1. Hydrogels

Un hydrogel est un réseau macromoléculaire tridimensionnel composé de chaines de
polyméres hydrophiles, connectées entre elles, formant ce qu’on appelle un réseau. Cette
connexion entre chaines polymériques peut étre de deux sortes, permanente (liaisons
covalentes) ou réversible (liaisons hydrogénes, interactions de type Van der Waals,
enchevétrements...) ce qui permet de différencier deux grands types de gels : les gels
physiques et les gels chimiques[129]. Les hydrogels sont des biomatériaux intéressants car
leur haute teneur en eau les rend compatibles avec la majorité des tissus vivants. De plus, les
hydrogels sont relativement flexibles, minimisant les dommages causés au tissu environnant
pendant et apres I'implantation chez le patient [130].Les propriétés mécaniques des hydrogels
ont tendance a imiter celles des tissus mous humains, permettant aux hydrogels d'assurer a la
fois les caractéristiques fonctionnelles et morphologiques du tissu a réparer. lls sont donc

couramment utilisés comme échafaudages en ingénierie tissulaire.
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La synthese des hydrogels peut étre envisagée selon deux voies principales. La premiére
consiste en la polymérisation et la réticulation simultanées d’un monomere de fonctionnalité
¢égale a 2 et d’un réticulant de fonctionnalité au moins égale a 3 (Figure 1.28).Cette méthode,
en une seule étape, permet une grande liberté dans le choix de la composition de 1’hydrogel
(nature chimique, concentration en monomere et densité de réticulant). Elle présente en
revanche I’inconvénient de donner au gel une structure assez hétérogeéne aussi bien en surface
qu’en volume. Le gel peut également étre préparé par réticulation de macromolécules
lin€aires préformées, éventuellement fonctionnalisées lors d’une premiere étape de synthese
par des fonctions chimiques réactives (Figure 1.28). La structure obtenue est plus homogéne
mais la méthode est moins versatile et en particulier plus délicate a mettre en ceuvre dans le

cas de la synthése de copolymeres.
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Figure 1.28. Synth¢se d’hydrogels par polymérisation et réticulation simultanées a partir de

monomeres (a) et par réticulation de chaines polymeéres fonctionnalisées (b) [131].

Dans les deux cas, la structure de I’hydrogel obtenue aprés synthese (Figure 1.29) varie avec
la nature du polymere, la densité de réticulation, la taille de la maille ou encore la présence de
défauts éventuels (boucles, chaines pendantes, enchevétrements,...). Ces divers paramétres
contribuent directement aux propriétés de gonflement thermodynamique et cinétique des
hydrogels, ainsi qu’a leurs propriétés élastiques, dont le module est généralement compris

entre 10° et 10° Pa [132].
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Figure 1.29. Représentation d’un hydrogel de polymére gonflé dans I’eau, réticulé

chimiquement ou physiquement et présentant différents types de défauts structuraux [131].
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Dans le cas de la réticulation des gels physiques, les interactions mises en jeu sont réversibles
et susceptibles d’étre modifiées en changeant les conditions expérimentales (pH, température,
force ionique) [133]. Il peut s’agir d’interactions faibles comme les liaisons hydrogéne
[134],[135], les interactions hydrophobes [136],[137],[138] ou les interactions ioniques [139]
pour lesquelles le temps de vie est court en comparaison des temps caractéristiques
d’observation. Bien que ces interactions élémentaires soient intrinséquement faibles, leur
coopérativité sur des séquences interactionnelles plus ou moins longues permet de générer des
interactions fortes a I’origine de la réticulation des gels physiques (cristallites dans les gels de
poly (vinyl alcool) (PVA), obtenus par congélation/décongélation successives [140], triples
hélices dans les gels de gélatine [141]). Aux temps d’observation longs, les interactions sont
stables.

La réticulation par formation de liaisons covalentes est quant a elle irréversible en 1’absence
de toute dégradation chimique. Elle est responsable d’un certain nombre de propriétés
remarquables des hydrogels, en particulier leur comportement de solides élastiques insolubles
[142]. Cependant comparés aux élastomeres, les hydrogels sont des matériaux fragiles, en
raison de la grande quantité d’eau qu’ils contiennent.

De maniere plus générale, ’ensemble des caractéristiques des hydrogels explique leur
présence dans de nombreux domaines d’application. Si leur biocompatibilité et leur
transparence sont notamment utilisées pour la correction visuelle a I’aide de lentilles de
contact [143],[144], leur grande capacité d’absorption leur vaut le statut de matériaux super-
absorbants [145],[146]. Ils peuvent servir de support a la croissance cellulaire [147] ou a des
dispositifs d’administration contr6lée de médicaments [148], étre synthétisés pour
I’encapsulation de principes actifs [149],[150] ou pour la conception de systémes
microfluidiques [151],[152].En revanche, le caractére naturellement peu collant des
hydrogels, di a leur grande teneur en eau, en particulier lorsqu’ils sont gonflés a 1’équilibre,

freine encore leur développement en tant que bioadhésifs.

1.6.2.2. Emulgels

Il existe une grande variété de formes galéniques qui peuvent étre utilisées sur la peau. On
peut distinguer différentes formes [153]: solides (patches), liquides (lotions, laits et
shampooings) et semi-solides (pommades, cremes, émulgels).

Lorsqu’on combine une émulsion avec un gel, on aboutit a une nouvelle forme dispersée
qu’on appelle émulgel. En effet, I’incorporation d’un polymere gélifiant au sein de la phase

externe de 1I’émulsion convertit celle-ci en émulsion gélifiée ou émulgel [154]. Les émulgels,
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sont des véhicules utilisés dans les formes topiques et percutanées pour 1’administration des

actifs médicamenteux, I’emploi de cette forme dispersée offre le double avantage des

émulsions et des gels [155],[156].

Les émulsions sont des systéemes métastables constitués d’'un mélange homogene résultant du

mélange de deux phases non miscibles : une phase dispersée et une phase dispersante

stabilisées par un surfactif ou un mélange de surfactifs. Lorsqu’un polymere gélifiant est

incorporé dans I'une des phases de I’émulsion, participant ainsi a 1’augmentation de sa

viscosité et favorisant ainsi sa stabilité on parle alors d’émulsion gel ou émulgel.

Les émulgels sont des véhicules utilisés dans les formes topiques et percutanées pour

I’administration des actifs médicamenteux, I’emploi de cette forme dispersée offre le double

avantage des émulsions et des gels [157]. Les émulgels ont gagné en popularité grace a leurs

avantages variés [158]:

= [lIs ont des propriétés d’applications meilleures que celles des crémes.

= [Is permettent d’avoir une plus grande efficacité grace a la libération rapide des actifs.

= ]Is peuvent étre appliqués sur une peau poilue du fait d’absence de résidus ou de gras
apres application.

= |Is permettent de véhiculer aussi bien les principes liposolubles (véhicules plus stables) et
hydrosolubles : La majorité des actifs hydrophobes ne pouvant pas étre incorporee
directement dans une base gel, car des probléemes peuvent se manifester lors de la
libération du médicament vue que la solubilité forme une barriére.

= [lIs aident a I’incorporation des principes actifs hydrophobes dans la phase huileuse, puis
les globules huileux sont dispersés dans la phase aqueuse formant ainsi une émulsion
Huile dans I’eau (H/E). Et cette émulsion peut étre mélangée a une base gel. Cela peut
montrer une meilleure stabilité et libération du médicament.

= |ls ont une meilleure stabilité; les autres préparations semi-solides sont moins stables
comparativement aux émulgels.

= La charge en principe actif est meilleure, les nouvelles approches comme les niosomes et
liposomes, sont des structures vesiculaires pouvant entrainer des fuites et donc une
capacité amoindrie d’emprisonnement des principes actifs.

= La production est aisée ; les étapes sont limitées, le matériel utilisé est facilement
accessible, simple ce qui conduit a une réduction des colts du procédé.

= |Is peuvent étre utilisés pour la libération contr6lée des PA ayant une demi-vie réduite.
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Bien que les émulgels soient dotés de beaucoup d’avantages, ils sont quand méme loin d’étre

idéaux. Parmi les inconvénients qu’ils présentent:

= [Is ne permettent pas d’incorporer les molécules a large poids moléculaire a travers la
peau.

» IIs n’évitent pas lirritation de la peau lorsque cette derniére entre en contact avec
certaines substances et particulierement lorsque la durée du traitement est assez longue.

= La formation de bulles d’air pendant la préparation ne peut étre évitée.

Outre les applications en cosmétique, différents types d’actifs ont été préparés sous forme

d’émulgels, on cite les anti-inflammatoires comme le diclofénac et ’acide méfénamique, les

antifongiques comme I’Itraconazole, Clotrimazole, les antibiotiques les antiviraux,

antiémétiques.

1.6.2.3. Formulation des émulgels

Les defis dans la formulation des émulgels sont [123] :

% Choisir des Systémes qui soient, non-toxiques, non irritants, non comedogenes et non
sensibilisants.

¢+ Formuler un produit exhibant un aspect esthétique et élégant.

%+ Préparer une formulation physiologiquement compatible (biocompatible).

Le choix des matieres premiéres pour la préparation d’un produit est d’une importance

primordiale et conditionne I’obtention d’un produit de bonne qualité. Dans ce but, les additifs

utilisés doivent satisfaire certains critéres et posséder les propriétés idéales suivantes :

e |Is doivent étre non toxiques.

e |ls doivent étre disponibles dans le commerce en qualité acceptable.

e Leur codt doit étre accessible.

e |Is doivent étre physiquement et chimiquement stables par eux -mémes et en combinaison

avec des médicaments et d'autres composants [123].

Pour la formulation des émulgels, on doit impérativement disposer de quatre composantes
indispensables: Une phase hydrophobe, une phase hydrophile, un (des) agent(s) émulsifiant(s)
ou stabilisant(s) et un (des) agent(s) gélifiant(s). Il y a également d’autres additifs qui
s’averent parfois indispensables, notamment les agents conservateurs et les agents humectant.
La méthode la plus courante de préparation des émulgels est la méthode indirecte ou I’on
prépare séparément 1’émulsion et la dispersion du gélifiant comme le montre clairement le

schéma de la figure 1.28 La substance active peut étre incorporée aussi bien dans la phase
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aqueuse ou dans la phase huileuse en fonction de sa solubilité. Dans certains cas, le pH doit

étre ajusté.

Il existe aussi un autre procédé qu’on peut appeler méthode directe ou le gélifiant est

directement dispersé dans la phase huileuse ou aqueuse (en fonction du sens de 1’émulsion) et

I’émulgel est directement obtenu apres émulsification.

Etape I: Préparation Efape II: Formation de la
des émulsions base gelifié
Phase Emulsificarion Phase
agqitense huileuse

Etape III: Incorporation de

Uémulsion dans Ia base gélifié
Emu.!swn gélifié @

Figure 1.30. Procedé de preparation des émulgels [121].

1.6.2.4. Caractérisation des émulgels

Afin de vérifier la conformité et suivre la stabilite des emulgels, plusieurs méthodes de

caractérisation sont proposées des caractérisations physico-chimiques, rhéologiques et

biopharmaceutigues.

a)

b)

Controles macroscopiques : Les formulations préparées sont inspectés visuellement pour
la vérification de leurs propriétés macroscopiques telles que la couleur, I’homogénéité et
la texture (la présence d’une séparation de phase ou de grumeaux).

Controles microscopiques : L’analyse microscopique a pour buts le controle de
I’homogénéité, le suivi de la stabilité en fonction du temps (absence de coalescence) et la
détermination de la distribution et des tailles des globules. Les appareils utilisés sont les
microscopes optiques ou électroniques.

Tests d’étalement : L’étalement est déterminé a 1’aide d’un appareil composé d’un bloc
en bois, qui est doté d’une poulie & une extrémité. Une lame de verre de masse connue est
fixée sur ce bloc. Un excés du produit étudié (environ 2 g) est placé sur la lame fixée sur
le bloc immobile. L’Emulgel est alors pris en sandwich entre ces deux lames de verre. Un

poids de 1 kg est placé sur la partie supérieure des deux lames pendant 5 minutes pour
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d)

9)

¢liminer l'air et pour fournir un film uniforme entre les lames. L’excédent de I’Emulgel est
retiré des bords. La plaque supérieure est ensuite soumise a un poids de 80 g. Al’ aide
d’une ficelle attachée a l'hamecon et le temps (en secondes) requis par la glissicre
supérieure pour couvrir une distance de 7,5 cm est enregistré. Un intervalle plus court
indique un meilleur pouvoir d’étalement [123]. Le pouvoir d’étalement peut donc étre
calculé par :

s="2 (1.2)

t

Ou S est I’étalement, m est le poids attaché au bloc supérieur, 1 est la longueur des lames
et t, le temps pris pour séparer les deux lames complétement 'une de 1’autre.
Indice de Gonflement : Pour déterminer l'indice de gonflement, 1 g de gel est préleve et
est ensuite introduit dans un sac poreux en aluminium. Le sac poreux sera donc placé
séparément dans un bécher de 50 ml contenant 10 ml de NaOH (0,1 N). A différents

intervalles de temps un échantillon sera retiré d’un bécher et pesé apres séchage ; la masse

W est alors enregistrée. L’indice de gonflement sera alors calculé comme suit :

(SW)% = [WT — W0] /W0.100 (1.2)

Ou (SW) % est le pourcentage de gonflement a 1’équilibre, Wt est le poids de 1’émulgel
aprés un temps t, Wo est le poids initial de I’émulgel au temps zéro.

Uniformité de teneur : La concentration des émulgels en principe actif se fait par les
différentes techniques analytiques couramment utilisées comme 1’UV-Visible, ’HPLC ou
les techniques de dosages classiques et ce, en fonction de la substance dosée.

Tests d’irritation cutanée: La préparation est appliquée sur la peau d’un rat correctement
rasée et 'apparition d’effets secondaires, comme un changement de couleur ou bien un
changement de morphologie de la peau doit étre vérifié apres 24 heures.

Un nombre total de 8 rats peut étre utilisé lors de cette étude. Si aucune irritation n’est
observée, le test sera considéré satisfaisant. Si des symptémes d'irritation de la peau sont
observés chez plus de 2 rats, I'étude devra alors étre répétée.

Etude de libération in-vitro et in-vivo : L’étude de libération in-vitro se produit a ’aide
d’une cellule de diffusion de Franz. La cellule de diffusion de Franz est constituée d’un
compartiment donneur et d’un compartiment receveur entre lesquels est placée la peau ou
la membrane synthétique a étudier. La préparation a étudier est appliquée sur la surface

externe de la peau ou de la membrane, dans le compartiment donneur. Le compartiment
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receveur contient un liquide, qui est maintenu & 37°C sous agitation magnétique constante.
Ces cellules permettent de mesurer la quantité de substance qui diffuse a travers la peau
ou la membrane en fonction du temps. Elles permettent aussi d’établir un profil de
pénétration dans les différentes couches de la peau, puisque la substance peut étre dosée
au niveau de la couche cornée, de I’épiderme vivant et du derme aprés séparation

mécanique. Ce modele a ’avantage d’étre reproductible et simple & mettre en ceuvre

[123].

Principe actif

¥

=
Compartiment
donneur

Membrane =——p Ouverture de

N prélévement
Circulation
d'eau a 37 °C

™

Compartiment
— récepteur

— Agitateur magnétique

Figure 1.31. Schéma d’une cellule de diffusion de Franz [123].

h) Evaluation rhéologique des émulgels : Les propriétés rhéologiques des émulgels, telles
que la viscosité et la viscoélasticité jouent un role important dans la détermination de leurs
performances fonctionnelles dans de nombreuses applications. Les propriétés
rhéologiques des emulgels sont fortement influencées par la nature des interactions entre
les gouttelettes qu'elles contiennent, qui peuvent étre modulées en modifiant les propriétés

interfaciales, telles que I'épaisseur, la charge et I'nydrophobicité.

1.7. CONCLUSION

Les biopolymeéres sont des polyméres issus exclusivement d’organismes vivants ou de
polymeres synthétisés a partir de ressources renouvelables. Ces polymeres connaissent depuis
quelques années un réel essor du fait de leurs origines biologiques et surtout de leur caractére
biodégradable. Leurs utilisations en substitution ou méme en mélange a d’autres polyméres
synthétisés offrent des applications intéressantes.

Notre objectif porte sur la modification chimique hydrophobe de kappa carraghénane par

deux réactions une éthérification et une esterification afin de lui conférer un caractére
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amphiphile, dans le but d’¢largir son champ d’application, notamment dans le domaine
pharmaceutique pour la stabilisation des systemes dispersés telles que les émulsions et les

émulgels.
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11.1. INTRODUCTION

Ce présent chapitre regroupe ’ensemble des produits, matériels et méthodes qui seront utilisés
pour répondre a nos objectifs. Ainsi, la description des modes opératoires appliqués pour la
modification hydrophobe du kappa carraghénane (KC), la synthése et la caractérisation des
dérivés par différentes méthodes physico-chimiques et rhéologique a été détaillée. La
préparation et I’évaluation des émulsions a base des dérivés de KC ont éte également décrites.
Enfin, les caractérisations physico-chimiques, rhéologiques et biopharmaceutiques des

formulations d’émulgels chargées en principe actif (Diclofénac de sodium) et stabilisées par

KC et ses dérivés amphiphiles ont été décrites.

11.2. APPAREILLAGE ET PRODUITS CHIMIQUES

11.2.1. Appareillage

L’ensemble des équipements utilisés dans cette présente étude sont cités dans le tableau II.1.

Tableau 11.1. Differents appareils utilises.

Appareil
Conductimetre
pH meétre
Etuve
Spectrophotomeétre FTIR
Rhéométre
Spectrophotométre RMN
Diffractometre des rayons X
Microscope électronique a balayage
Thermogravimeétre
Analyseur laser de nanoparticules
Homogénéiseur Ultra-Turrax
Spectrophotomeétre UV-vis
Microscope optique
Dissolutest
Cellule de Franz verticale en verre
Centrifugeuse

Four a p-ondes

Marque
J.P Selecta (Espagne)
J.P Selecta PH-2006 (Espagne)
Binder BD23 (France)
Bruker Tensor Il (Etats-unis)
Anton Paar (Allemagne)
Bruker HNMR 400 MHz (Etats-unis)
Bruker D2 PHASER (Etats-unis)
FEI Quanta 250 (Suisse)
TGA/DSC 1 STAR (Canada).
Horiba Scientific SZ-100 (France)
IKA T25 (Allemagne)
Perkin Elmer (Etats-unis)
Micros MCX 100 (Autriche)
Sotax At7 (Etats-Unis)
PermeGear (Allemagne)
Hettich Zentrifugen.
SAMSUNG

46

'
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11.2.2. Produits chimiques et microbiologiques
Les réactifs utilisés lors de cette étude sont purs, de grade analytique, conservés a 1’abri de la
chaleur et de la lumiére. L’origine et la pureté de réactifs chimiques et solvants sont décrits

dans le Tableau 11.2.

Tableau 11.2. Réactifs, solvants et produits chimiques.

Réactifs et solvants Pureté (%) Formule chimique Fournisseurs
Acide acétique 99.89 CH3COOH Sigma-Aldrich
Acétone 99.98 CH3COCH3 Sigma-Aldrich

Chlorure de sodium 99.99 NaCl Sigma-Aldrich
1-chlorooctane 99.00 CsH17ClI Sigma-Aldrich
Ethanol absolu 98.00 C2HsOH Sigma-Aldrich
hydroxyde de sodium 99.99 NaOH Sigma-Aldrich
2-Octen-1-ylsuccinic anhydre 97.00 C12H1803 Sigma-Aldrich

Les milieux de culture utilisés lors du controle de qualité des formulations étudiées sont

regroupeés dans le tableau I1.3.

Tableau 11.3. Désignation et origine des milieux de culture utilisés.

Milieux de culture Fournisseurs/ Pays
Cetrimide agar base (CAB) PanReac Applichem (France)
Peptones de caséine et de soja (TSA) PanReac Applichem (France)
Sabouraud dextrose (SAB) Condalab (Espagne)

11.2.3. Matieres premieres

11.2.3.1. Diclofenac de soduim (DCL) : Principe actif

Le diclofénac de sodium (DCL), un dérivé de l'acide phénylacétique C14H11NNaO:., est un
agent analgésique non stéroidien, anti-inflammatoire et recommandé pour une utilisation dans
la polyarthrite rhumatoide, les maladies dégénératives des articulations, la spondylarthrite
ankylosante et les affections connexes, ainsi que dans le traitement de la douleur résultant
d'une chirurgie mineure, d'un traumatisme et dysménorrhée [159],[160]. Comme pour les
autres anti-inflammatoires non stéroidiens introduits ces dernieres années, le Diclofénac a été

mieux toléré que des doses modérées d'aspirine. Les effets secondaires gastro-intestinaux sont
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les effets indésirables les plus fréquemment rapportés et surviennent chez environ 10 % des

patients. La fréquence des effets secondaires ne semble pas étre étroitement liée a la posologie

ou a l'age [160],[161].

Les caractéristiques physico-chimiques du Diclofenac du sodium (DCL) sont données dans le

tableau 11.4.

Tableau 11.4. Propriétés physico-chimiques du Diclofénac de sodium [162].

DCI

Diclofénac de sodium

IUPAC

[2-[(2,6-dichlorophényl) amino]phényl] acétate de

sodium.

Formule chimique brute

C14H11Cl2 N NaO»

PKa

4,0+ 0,2 a 25°C dans I’eau

Formule chimique développée

Masse molaire

318,1 g /mole

Point de fusion

280°c, avec décomposition

Solubilité pour une température
de 15°C a 25°C

e Facilement soluble dans le méthanol (1 a 10 ml/ 1g
du Diclofénac)

e Soluble dans I’éthanol & 96% (10 a 30 ml / 1g du
Diclofénac)

e Assez soluble dans I’eau (30 a 100 ml / Ig du
Diclofénac)

e Peu soluble dans I’acétone (100 a 1000 ml / 1g du

Diclofénac)

Aspect

Poudre cristalline, blanche ou faiblement jaunatre,

faiblement
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11.2.3.2. Kappa carraghénane

Le kappa carraghénane potassique (KC) est un polysaccharide (galactane), gélifiant
alimentaire, issu d'algues rouges triées, séchées, broyées et lavées (Figure 11.1). Il sert
d'épaississant et de stabilisant dans l'industrie alimentaire. Il porte le code E407 dans la
classification des additifs alimentaires. Il est vendu sous forme de poudre qui peut étre
mélangée a de nombreuses préparations et forme un gel dur et cassant. Le kappa carraghénane

utilisé dans notre étude a été gracieusement fourni par ’entreprise Orkila (Algérie).

0OSO;” _OH

O

OH

Figure 11.1. Structure chimique du Kappa Carraghénane.

11.2.3.3. Huile de nigelle

La graine de Nigella sativa (N. sativa) appartient a la famille botanique des Ranunculaceae,
qui pousse couramment dans I'Est de Europe, Moyen-Orient et 1’Asie occidentale. C'est un
petit arbuste de couleur vert avec des feuilles et fleurs rosacées blanches et violacées. Son
fruit mdr contient de petites graines noires, connu sous le nom « Al-Habba Al-Sauda » et «
Al-Habba Al-Barakah » en arabe et graine noire, cumin noir en francais, et « Black Seed » en
anglais. Les graines de N. sativa sont fréquemment utilisées dans les medecine au Moyen-
Orient et dans certains pays asiatiques (Unani, Ayurveda, Chinois et Médicaments arabes)
pour la promotion d'une bonne santé et le traitement de nombreux maux y compris la fiévre,
le rhume, les maux de téte, l'asthme, les maladies rhumatismales, infections microbiennes
ainsi que le cancer. En plus, il est utilise comme additif aromatisant pour le pain [163],[164].
Un grand nombre d'études in vitro et in vivo ont été menées sur des animaux de laboratoire et
'homme afin d'étudier ses propriétés pharmacologiques, comme l'immunostimulation,
propriétés anti-inflammatoires, hypoglycémiantes, antihypertensives, antiasthmatiques,
antimicrobiennes, antiparasitaires, antioxydantes et anticancéreuses [165],[166]. L’huile de
nigelle (HN) utilisée a été fournie par Abou El-kassem (Algérie). Elle est limpide de couleur
orange - brun, d’odeur épicée et forte, avec une texture légeérement €paisse mais fluide, avec

un go(t amer prononcé.
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11.2.3.4. Hydroxypropylméthylcellulose

L’hydroxypropylméthylcellulose (HPMC) est une cellulose partiellement O-méthylée et O-(2-
hydroxypropylée) comme le montre la figure 11.2. On la trouve sous forme pulvérulente ou
sous forme de granulés blancs, blanc-jaune ou blanc-gris, hygroscopiques aprés dessiccation
[123]. Pratiquement insoluble dans I’eau chaude, dans I’acétone, dans 1’éthanol anhydre et
dans le toluéne, I’hypromellose se dissout dans 1’eau froide en donnant une solution colloidale
[123]. L’HPMC est préparée par éthérification a partir d’une forme purifiée de
I’alphacellulose issue de la pulpe de bois rendue réactive par un traitement a la soude
caustique qui conduit a une cellulose alcaline réactive ; cette derniére en présence du
chlorométhane et I’oxyde de propyléne a température élevée sera convertic en HPMC[123].

L HPMC utilisée a été fournie par I’entreprise Orkila (Algérie).

ROj o
< OR o
1{0/»70‘?[) -
i = o

=

OR
R=H ou CHz: CH(OH) CH>

Figure 11.2. Structure chimique de I’hydroxypropylméthylcellulose (HPMC)

11.2.3.5. Propylene glycol

Le propyléne glycol (PG) ou propane-1,2-diol appelé aussi 1,2-dihydroxypropane, méthyle
glycol est obtenu a partir de la réaction de I'oxyde de propylene avec I'eau pour former du
mono propylene glycol (MPG) [167]. C’est un liquide clair, incolore, visqueux et
pratiquement inodore au godt doux et légerement acre [168]. 1l est utilisé dans les produits
pharmaceutiques, y compris les médicaments intraveineux, oraux et topiques. Il est utilisé
comme solvant, agent humectant, agent antimicrobien, mais aussi comme agent revitalisant
pour la peau [169]. Le propylene glycol utilisé dans ce travail a été est obtenu de la part du
groupe SAIDAL (Algérie).

HO

CHx

HO

Figure 11.3. Structure chimique du propyléne glycol (PG).
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11.3. MODIFICATION HYDROPHOBE DU KAPPA CARRAGHENANE

L’éthérification et I’estérification du kappa carraghénane (KC) a été effectuée selon deux
méthodes, I'une est classique (chauffage traditionnel), 1’autre est effectuée par microondes,
La modification du KC a été réalisée par une réaction d’éthérification entre les groupements
hydroxyles du KC et le chlorure d’octyle (R) et une réaction d’estérification entre les
groupements hydroxyles du KC et le 2-Octen-1-ylsuccinic anhydre (OSA). Les réactions sont

effectuées dans un milieu alcalin avec un solvant protique (eau).

» L’éthérification du KC a été effectuée par substitution nucléophile entre les groupements
hydroxyles du KC et le chlorure d’octyle. En effet, grice a sa chaine latérale a huit
carbones (C8), le 1-chlorooctane a permis la substitution nucléophile du KC et le greffage
de la chaine hydrophobe (C8) sur la structure moléculaire du biopolymere dans un milieu
fortement alcalin.

» La reaction d’esterification du KC est basé sur la condensation de groupement OH du
KC sur I’acide carboxylique anhydre d’OSA avec élimination d'une molécule d'eau dans
un milieu basique.

La figure II.3 représente les réactions d’éthérification (a) et d’esterification (b) du kappa

carraghénane.

(a) A

o%o _OH 2 oso_;.oﬁ HLC.

(S S e |

Figure 11.4. Les réactions d’éthérification (a) et d’esterification (b) du KC.

11.3.1. Procédé de modification hydrophobe du kappa carraghénane

11.3.1.1. Ethérification du KC

La réaction d'éthérification a été réalisée selon les procédures précédemment décrites par
Yahoum et al. [170] et Lefnaoui et Moulai-mostefa [8] avec quelques modifications.
Initialement, 5 g de poudre de KC ont été dispersés dans 100 ml d'eau et mise sous une
agitation magnétique a température ambiante pendant 40 minutes. Ensuite, 5 ml d'une solution
d'hydroxyde de sodium 1N (NaOH) ont été ajoutés dans la dispersion préparée, sous agitation
constante a température ambiante. Ensuite, une quantité spécifique de 1-chlorooctane a été

ajoutée progressivement sous ’agitation pendant 3 heures pour obtenir le dérivé KCR CM ou
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pendant 1 min aux micro-ondes pour obtenir le dérivé KCR MM. Les dérivés obtenus ont été
neutralises par l'acide acétique puis filtrés. Les carraghénanes modifiés ont été séchés dans

I’étuve a 70 ° C pendant une nuit avant d’étre pulvérisés dans un mortier en verre.

11.3.1.2. Esterification du KC

La réaction d'estérification a été réalisée selon la procédure précédemment décrite par Song et
al. [171] avec quelques modifications. Initialement, 3 g de poudre de carraghénane Kappa
(KC) ont été dispersés dans 100 ml d'eau sous agitation magnétique, a température ambiante
pendant 40 minutes. Aprés cela, une quantité spécifiqgue d'OSA a été versée goutte a goutte
au mélange réactionnel porté a 40 °C pendant 4 heures pour obtenir le dérivé (KC-OSA CM)
ou pendant 1 min aux micro-ondes pour obtenir le dérivé (KC-OSA MM). Les dérivés
prépares ont été filtrés et seches a 70 °C pendant une nuit puis broyés en utilisant un mortier.
Enfin, tous les dérivés obtenus sont soumis a une série de tests pour leurs caracterisations

physico chimiques et rhéologiques.

11.3.2. Caractérisations physico-chimiques

11.3.2.1. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

Le kappa-carraghénane et ses dérives modifies (KCRs et KC-OSAs) ont été analysés a l'aide
d'un spectrometre FT-IR (Bruker spectrometer Tensor Il) équipé d'un accessoire ATR
diamant a réflexion unique. 10 mg de chaque échantillon ont été placés sur le carré en diamant
du spectrophotomeétre et les spectres des échantillons ont été enregistrés (10 balayages, a une

résolution de 4 cm™) entre des longueurs d'onde de 4000 et 400 cm™.

11.3.2.2. Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire du proton (RMN!H)
L'analyse par résonance magnétique nucléaire du proton (RMN?*H) a été réalisée a l'aide d'un
spectrométre Bruker RMN®H a 400 Hz, ou I'échantillon en poudre a été dissous dans I'oxyde
de deutérium (D20O). Les spectres des échantillons analysés ont été analysés par le logiciel
MestReNova.

11.3.2.2.1. Le degré de substitution (DS)

Le degré de substitution de chacun des dérivés synthétisés KCRs et KC-OSAs représente le
nombre des groupements hydroxyles substitués par unité de KC. Il a été déterminé apres
intégration des spectres RMN*H, et calculé selon les équations (11.1) pour KCRs [172] et
(11.2) pour KC-OSAs [173]:

_ ACH3 + ACH2
(2(n—-1) + 3) x AH anomérique)

DS

(11.2)
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Ou A représente ’aire des pics attribués aux groupements méthyles CHsz, CH: et le proton
anomérique (H), tandis que n se réféere au nombre d'atomes de carbone dans la chaine alkyle
(n=18).

ACH3
DS= —
(3. AH anomérique)

(11.2)

Ou A représente ’aire des pics attribués au groupement méthyle CHs et le proton anomérique

(H).

11.3.2.3. Microscopie électronique a balayage (SEM)

La microscopie électronique a balayage est une technique d’observation de la matiére utilisant
un faisceau d’¢€lectrons apres avoir mis 1’échantillon sous vide. Les €lectrons primaires, issus
du canon a ¢électron, frappent la surface de 1’échantillon et sont diffusés. Cette technique est
utilisée pour étudier les caracteristiques morphologiques des substances naturelles ou
synthétiques. Dans un microscope ¢lectronique a balayage, I’image est obtenue
séquentiellement point par point en déplacant le faisceau d’¢lectrons primaires sur la surface
de I’échantillon. Des images tridimensionnelles de la surface des échantillons sont alors
produites, avec une résolution pouvant atteindre quelques nanometres [174].

La microstructure du KC et de ses dérivés a été examinée a l'aide d'un microscope
électronique a balayage (FEI Quanta 250) a 25 ‘C et une tension d’accélération comprise
entre 10 kV et 12,5 kV. Les images SEM ont été enregistrées a des niveaux de grossissement

de 1000x, 6000x% et 16000x, et analysées a l'aide du logiciel de microscopie XT.

11.3.2.4. Diffraction des rayons X (DRX)

La diffraction des rayons X est une technique d’analyse des solides, classiquement utilisée
pour I’identification des phases cristallines présentes dans un matériau et permet d’obtenir des
informations détaillées sur la composition et la structure cristallographique de matériaux
naturels ou synthétisés [174],[175].

Pour la présente étude, un diffractométre de marque (Bruker D2 PHASER) a été utilisé. La
méthode consiste a soumettre les échantillons de KC et ses dérives a un faisceau de rayons X
monochromatique et a recueillir le spectre de diffraction qu’ils émettent. Les échantillons ont

été scannés entre des angles de diffraction allant de 15° & 80° (26).
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11.3.2.5. Analyse thermogravimétrique (ATG) et balayage différentiel calorimétrique
(DSC)

Les analyses calorimétriques (DSC) et thermogravimétriques (TGA) sont souvent utilisées
pour déterminer les propriétés thermiques comme la stabilité thermique, la teneur en humidité
absorbée et la réaction de décomposition. Les analyses DSC et ATG du KC et ses dérivés ont
été effectuées en utilisant un équipement TGA/DSC 1 STAR System. Une quantité de 500
mg des échantillons a analyser a été placée dans des creusets fermés, portée a des
températures variant entre 25 et 400°C, a une vitesse de 5 °C/min dans l’intervalle de
température de 25-120°C et a 10°C/min dans l’intervalle de température de 120-400°C.
L’analyse thermique des différents échantillons a été effectuée sous atmosphere inerte

(Argon), a un débit de 30 ml/min.

11.3.2.6. Analyse rhéologique

L’¢tude rhéologique a été réalisée a 1’aide d’un rhéometre (Anton Paar) de géométrie cone-
plan CP60 (angle 1°, diamétre 60 mm) a 25 + 0.5 °C.

Des solutions polymériques a base de KC et ses dérives ont été préparées par la dispersion
d’une quantité donnée de chaque polysaccharide dans de I’eau distillée (0.75 % et 1.0 %, p/v)
sous agitation magnétique. Les solutions obtenues ont été laissées au repos pendant 24 h avant

I’analyse.

11.3.2.7. Détermination du poids moléculaire moyen

Le poids moléculaire moyen du KC et de ses derivés a été déterminé par la méthode de la
viscosité intrinseque en utilisant un rhéométre équipé d’un dispositif a cone-plan (CP60) qui
convient aux solutions tres diluées. Cing solutions de chaque échantillon a des concentrations
variant de 2 x 10 a 1 x 10 g.dI"* ont été préparées dans une solution aqueuse de NaCl (0.1
M) a 25 + 0.5 °C [176],[8],[177]. Les solutions a base de KC et ses dérivés étant trés diluées,
elles se comportent absolument comme des fluides newtoniens.

La viscosité spécifique est déterminée par I'équation (I1.3):

np =120 (11.3)

Les viscosités dynamiques de la solution et du solvant sont déduites a partir des courbes
d’écoulement, et sont représentées par nayn et no, respectivement.
La viscosité intrinseque [n] a été déterminée a partir de la courbe de Huggin par extrapolation,

comme décrit dans I'équation (11.4):
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[n]=lim 2= (11.4)
Avec (C) la concentration de la solution.
Enfin, le poids moléculaire moyen (Mw) des échantillons, est déterminé par I'équation (11.5)
de Mark-Houwink Sakurada:
[n]=K.Mw?2 (11.5)
Ou K et a correspondent aux paramétres de Mark-Houwink, avec K égal 2 8.84.102 dl .gt et a
égal a 0.86, selon la littérature [176].

11.3.2.8. Concentration d'agrégation critique (CAC)

Dans cette étude, des solutions aqueuses a une concentration de 1% de KC, KCRs et KC-
OSAs, ont été préparées, puis diluées a différentes concentrations, et laissées au repos pendant
24 h. La conductivité a été mesurée en utilisant un conductimetre JP Selecta. Toutes les

mesures ont été effectuées trois fois, et une moyenne est considérée pour I’étude.

11.3.2.9. Diffusion dynamique de la lumiere (DLS)

La diffusion du rayonnement est une technique qui permet d’obtenir des informations sur la
structure de la matiére. Une expérience typique de diffusion de rayonnement consiste a
envoyer un faisceau incident monochromatique sur I’échantillon a étudier et a analyser le
rayonnement diffusé dans toutes les directions [178]. Il existe plusieurs types de rayonnement
qui différent avant tout par leur longueur d’onde incidente (de 1’ordre du micron pour la
lumiére visible, du nanomeétre ou de I’ Angstrém pour les rayons X et les neutrons). On peut
ainsi observer des échantillons a différentes échelles spatiales. Les rayonnements
électromagnetiques (lumiére, rayons X) sont diffusés par les électrons présents dans la
solution alors que les neutrons sont diffusés par les noyaux des différents atomes qui
constituent 1’échantillon [178].

Pour déterminer la distribution granulométrique d'agrégations de KCRs et KC-OSAs, un
analyseur de nanoparticules laser (Horiba Scientific SZ-100) a été utilisé a 25 °C et une
longueur d'onde (1) de 532 nm a un angle de diffusion de 90° (8).

11.3.2.10. Pouvoir émulsifiant

Pour déterminer l'activité émulsifiante du KC modifié, une procédure décrite par Shahin et al.
[121]. Brievement, des émulsions huile dans eau (H / E) ont été préparées avec 1’ajout de KC,
et ses dérivés comme stabilisants (phase aqueuse) et I'huile de nigelle, qui représentait la
phase huileuse (tableau 11.5 et tableau 11.6). Les émulsions obtenues ont été soumises a des

tests de caractérisation macroscopigues et microscopiques comme suivant:
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Tableau 11.5. Composition massique des émulsions formulées a base de KC et KCRs.

Composition (%, p/p) | F1 F2 F3 F4 F5 F6
Huile de nigelle 20 20 20 20 20 20
KC 0.75 - - 1 - _
KCR MM - 0.75 - - 1 -
KCR CM - - 0.75 - - 1
Eau purifiée 79.25 79.25 79.25 79 79 79

Tableau 11.6. Composition massique des émulsions formulées a base de KC et KC-OSAs.

Composition (%, p/p) | FI’ F2’ F3’ F4 F5’ F6’
Huile de nigelle 20 20 20 20 20 20
KC 0.75 - - 1 - -
KC-OSA MM - 0.75 - - 1 -
KC-OSA CM - - 0.75 - - 1
Eau purifiée 79.25 | 79.25 79.25 |79 79 79

11.3.2.10. 1. Aspect macroscopique
Les proprietés macroscopiques des émulsions ont été évaluées immédiatement aprés leur
préparation et toutes les 24 heures par la suite, jusqu'a 30 jours plus tard, par contrdle visuel

de leurs couleurs et leur homogénéité.

11.3.2.10. 2. Indice de crémage

Pour déterminer I'indice de crémage (H), un test de stabilité accéleré en utilisant la méthode

de centrifugation a été effectué [121]. Dix millilitres de chaque émulsion préparée ont été

centrifugé (Hettich EBA 20) a 2000, 4000 et 6000 tr / min pendant 10 min. Ensuite, l'indice

de crémage (H) a été calculé selon I'équation (11.6):
H(%)= 1= 100 (11.6)

Avec Hs et He correspondant a la hauteur du sérum transparent formé au fond du tube et la

hauteur totale de I'émulsion, respectivement.

11.3.2.10. 3. Aspect microscopique
L'aspect microscopique des émulsions a été examiné au microscope optique équipé d’une
caméra (Micros MCX100). La distribution de taille des globules dispersés a été évaluée par

un traitement d’image en utilisant le logiciel de traitement des micrographies (image J 152).
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I1.4. FORMULATION DES EMULGELS A BASE DE KC ET SES DERIVES
A Tissue de I’étude précédente, le KC et ses dérivés ont été utilisés comme stabilisants pour
des émulsions qui serviront par la suite pour la formulation d’émulgels chargés en Diclofénac

de sodium (DCL) comme principe actif (PA).

11.4.1. Compatibilité principe actif — excipients

Dans cette étude, la compatibilité physico-chimique entre le kappa carraghénane natif et ses
dérivés avec le principe actif (PA) Diclofénac de Na (DCL) a été évaluée par spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier (FTIR). Les spectres FTIR ont été enregistrés dans la
région du nombre d'ondes entre 4000 et 400 cm™ et une comparaison entre les spectres
obtenus du principe actif et les mélanges principe actif — excipient a été effectuee.

11.4.2. Formulation des émulgels chargés en principe actif Diclofénac de sodium

La formulation des émulgels a base de Diclofenac a été réalisée par la méthode indirecte en
deux étapes principales. D’abord, des émulsions chargées de DCL ont été formulées comme
décrit précédemment dans la section (11.3.2.10). Ensuite, 1’émulgel est obtenu par
incorporation de I'émulsion H/E dans dans une phase gélifiante a base d’HPMC, sous
agitation mécanique jusqu’a homogénéisation parfaite de chacune des formulations étudiées
(Tableau I11.7).

Tableau I1.7. Matrice de formulation des émulgels a base de KC et ses dérives.

CO&F”%S/';')O“ EML | EM2 | EM3 | EM4 |EM5 |EM6 |EM7 |EM8 | EM9 | EM10
DCL 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
HN 20 |20 |20 |20 |20 |20 20 20 20 |20
KC 075 |1 - - ; ; - - - -
KCR MM : 3 075 |1 ; ; - - - -
KCR CM _ _ ; ; 075 |1 - - : -
KC-OSAMM | - ; ; : ; : 075 |1 - -
KC-OSA CM : : ; ; 3 3 - - 075 |1
PG 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
HPMC 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Eau distillée QSP | QSP |QSP | QSP |QSP | QSP | QSP | QSP | QSP | QSP

11.5. CARACTERISATION PHYSICO-CHIMIQUE DES EMULGELS A BASE DE
DICLOFENAC DE Na.

Les émulgels ainsi formulés ont été soumis au contrble visuel (couleur, homogénéite,
consistance), a la stabilité accélérée par centrifugation, au contrdle du pH, le sens

d’émulsions, a un examen microscopique et une étude rhéologique.
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11.5.1. Aspect macroscopique
L"aspect macroscopique des émulgels (aspect, couleur, homogénéité, consistance) a été évalué
apres 24h de la formulation, et réguliérement, pendant les 6 mois qui ont suivi leurs stockages

dans des conditions normales de température et d’humidité.

11.5.2. Détermination du pH
La mesure du pH est nécessaire, car sa valeur peut avoir des conséquences, soit sur 1’aspect
technologique, soit sur I’aspect thérapeutique. Le pH des émulgels est déterminé sur une

solution a 1% (p/v) de I’émulgel dans I’eau distillée, a température ambiante [179].

11.5.3. Dosage du principe actif (DCL) par spectroscopie UV-Visible
Une prise d’essai de 10 mg de chacun des émulgels formulés est dissoute dans 100 ml de la
solution tampon PBS pH7.4. La solution obtenue est filtrée a 1’aide d’un filtre en papier filtre,

puis un dosage spectrophotométrique UV-Vis est réalisé a 276 nm [179],[180],[181].

11.5.4. Sens des émulgels
La méthode adoptée pour déduire la nature des émulsions formulées est la mesure de la
conductivité électrique [162]. En utilisant un conductimetre JP Selecta. Toutes les mesures

ont été effectuées en triple.

I1.5.5. Test d’étalement

Une prise d’essai de I’émulsion a été placée au centre d’une plaque en verre sur laquelle une
seconde plague en verre a été placee, sans glissement des plaques. Aprés 1 min, le poids a été
retiré et le diametre de I'échantillon (d) a été mesuré [182]. Les résultats sont exprimés en

termes de surface d'étalement selon I'équation (11.7) [182].
S=d?x % (11.7)

Dans laquelle S est la surface d'étalement (cm?) résultant de la masse appliquée, et d est le

diametre moyen (cm) atteint par I'échantillon.

11.5.6. Test de stabilité a la centrifugation (indice de crémage)

Le test de centrifugation est basé sur le principe de l'utilisation de la force centrifuge pour
séparer deux ou plusieurs substances de densités variées par exemple, deux liquides
différents, ou un liquide et un solide. Ce test est un outil utile pour évaluer la stabilité des
émulsions et des émulgels. En utilisant une centrifugeuse (Hettich Zentrifugen.), les émulgels

préparées ont été soumis a une vitesse de 2000, 4000 et 6000 tr/mn pendant 30 min [183].
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11.5.7. Analyse microscopique et distribution granulométrique des émulgels

Des micrographies optiques des émulgels stabilisees par KC et ses dérivés ont été capturées a
l'aide d'un microscope optique (Micros MCX 100) équipé d'une caméra numérique
(Lumenera INFINITY Lite). La taille des gouttelettes a été évaluée par le traitement d'images

en utilisant le logiciel ImageJ.152.

11.5.8. Stabilité a long terme

Pour les émulgels a base KC et ses dérives, un test de stabilité a été effectué a température
ambiante pendant six mois afin d’évaluer I’apparition éventuelles de signes d’instabilité
durant le stockage [179]. Les changements de la texture des émulgels sont établis avec un
suivi de I’ensemble des caractéristiques des émulsions au cours du vieillissement en temps

réel.

11.5.9. Analyse rhéologique
Le comportement rhéologique des émulgels a été évalué a ’aide d’un rhéometre (Anton Paar
MCR 302) a géometrie cone-plan CP60 (angle 1°, diamétre 60 mm) a 25+ 0.5 °C. Les

courbes d’écoulement ont ¢t€ déterminées par la variation de la viscosité apparente (Npp) €N

fonction de la vitesse du cisaillement(y). Les propriétés viscoélastiques linéaires ainsi que les

propriétés viscoélastiques dynamiques ont été également évaluées.

11.5.10. Test de libération in vitro

Les tests de libération in vitro ont éte realisés en utilisant des cellules de diffusion verticale
(Permegear®). Une membrane en acétate de cellulose a été utilisée comme membrane
synthétique. A l'aide d'une spatule, I’échantillon est étalé uniformément en remplissant le
compartiment donneur. Le compartiment récepteur contient le milieu de dissolution (Solution
PBS pH7.4). Des prélevements sont effectués par Iorifice de prélévement situé au niveau du
compartiment récepteur a des intervalles de temps réguliers. Le volume prélevé est dosé par
spectrophotométrie UV a A max = 276 nm pour déterminer les taux de principe actif libérés
par les émulgels testés [184],[185],[186],[187].

11.5.11. Test de diffusion ex-vivo

Les études ex-vivo ont été réalisées de la méme maniere que celles des études de libération in
vitro ou la membrane d'acétate de cellulose a été remplacée par de la peau de rat. Des
prélevements sont effectués par I'orifice de prélévement situ¢ au niveau du compartiment

récepteur a des intervalles de temps réguliers. Le volume prélevé est dosé par
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spectrophotométrie UV a A max = 276nm. La quantité cumulative moyenne de médicament

pénétré par unité de surface de la peau est tracée en fonction du temps [188],[189],[190].

11.5.12. Controéle de la qualité microbiologique

Afin d’apprécier la qualité microbiologique des émulgels contenant du Diclofénac de sodium

(DCL), différents tests sont réalisés dans le but de rechercher et de dénombrer les

microorganismes suivants [162]:

> Des germes aérobies mésophiles, ce sont des microorganismes aptes a se multiplier a des
températures ambiantes.

> Des levures et des moisissures, qui sont responsables de nombreux phénomenes
d’altération d’enzymes hydrolytiques.

> Des germes spécifiques «Pseudomonas Aeruginosa ».

La qualité microbiologique des émulgels étudiés contenant de principe actif DCL a été

évaluée selon les normes de la pharmacopée européenne [162], en comptant le nombre de

germes aérobies viables totaux, de moisissures et de levures, et de Pseudomonas Aeruginosa.

11.6. CONCLUSION

Dans ce deuxiéeme chapitre, on a décrit tous les modes opeératoires utilisés pour la
modification hydrophobe du kappa-carraghénane (KC) et de la formulation des émulgels a
base de KC et ses dérivés chargés par le principe actif Diclofénac de Na. Les techniques de
caractérisation physico-chimique et rhéologique des dérivés (KCRs et KC-OSAS) ont étaient
détaillées. L’évaluation physicochimique, rhéologique et biopharmaceutique des émulgels
formulés a base du KC et des dérivés synthétisés a également était décrite. Les résultats

obtenus seront présentés et discutés dans les chapitres suivants.
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Chapitre 111 Modification hydrophobe du KC

I11.1. INTRODUCTION

Dans le but de doter le kappa carraghénane (KC) de nouvelles propriétés physicochimiques
dont des propriétés de surfaces, des modifications chimiques en utilisant deux réactions : une
éthérification a I’aide du chlorooctane (CO) et une estérification a I’aide du 2-Octen-1-
ylsuccinic anhydre (OSA) ont été effectuées. Lors des réactions de modification, deux types
de chauffage ont été utilisés, le chauffage conventionnel (CM) et le chauffage par micro-
ondes (MM).

Les différents dérivés hydrophobiquement modifiés obtenus (KCRs et KC-OSAs), ont
d’abord été caractérisés, puis utilis€és comme agents stabilisants lors de la formulation
d’émulgels a usage pharmaceutique.

Ce chapitre est consacré a la présentation et la discussion des résultats des contrbles physico-
chimiques et rhéologiques ayant été effectuée sur les dérives de KC. Ainsi la caractérisation
physicochimique a été réalisée grace a des analyses par spectroscopie infrarouge (FTIR),
résonnance magnétique et nucléaire du proton (RMN*H), suivies par la diffraction des rayons-
X, la calorimétrie differentielle a balayage (DSC), la microscopie électronique a balayage
(MEB), la diffusion dynamique de la lumiere (DLS), et enfin une caractérisation rhéologique
compléte des dérivés de KC (KCRs et KC-OSAs) obtenus.

I11.2. CARACTERISATION PHYSICO-CHIMIQUE ET RHEOLOGIQUE DES
DERIVES DU KC

111.2.1. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

Les spectres infrarouges du KC et ses dérives KCRs sont illustrés dans la figure I11.1 Le
spectre de KC a montré des bandes caractéristiques a 1224,12 cm™ et 844,14 cm?
correspondant respectivement a la vibration symétrique des groupements O=S=0 et a la
vibration d’allongement de -O-SOs3 au niveau du C4 du résidu B-D galactose (C4-0O-S) [191].
De plus, la bande a 924,38 cm? correspondant aux vibrations de C-O-C du résidu 3,6-
anhydro-D-galactose, et le pic a 1148,70 cm™ correspondant au élongation du pont C-O ont
été observés [191]. Les bandes autour de 1036,50 cm™, 2917,34 cm™ et 3387,56 cm
correspondent aux vibrations des liaisons C-O, C-H et O-H respectivement [191]. La bande
intense & 1628,14 cm™ est liée a la vibration de déformation de la structure de I’eau [192].
Lors de la réaction d’éthérification du KC, la substitution des groupements —OH du kappa
carraghénane par les chaines octyles a été confirmée d’une part, par la réduction de I’intensité
du pic correspondant a la fonction hydroxyle (-OH) a 3362,99 cm™ par rapport au spectre

FTIR du KC natif [82] et d’autre part, par I’apparition de nouveaux pics a 2857,87 et
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292554 cm?, attribués respectivement a I'étirement -CHs et -CH,- [193]. De plus,
I’élongation symétrique de la vibration autour de 1414,73 cm™ correspond a la bande -CH des
chaines alkyle. Cette derniére apparait avec une plus forte intensité pour le dérivé obtenu par
la synthése sous chauffage par micro-ondes (KCR MM) que pour le dérivé obtenu par
synthése sous chauffage conventionnel (KCR CM). De méme, L’intensité du pic a 1043,69
cm? attribué a la fonction éther (-C-O-C-) parait plus intense dans les spectres des dérivés
KCRs par rapport au KC[194]. Les résultats obtenus aprés 1’analyse FTIR des dérivés de KC
indiquent une meilleure substitution du biopolymére natif KC sous chauffage par micro-
ondes par rapport au chauffage conventionnel. Cela pourra étre confirmé ultérieurement lors

de I’évaluation du degré de substitution (DS) des dérives de synthese KCRs.

@)
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Nombre d'ondes (cm™)

Figure 111.1. Spectres FTIR de KC (a), KCR CM (b) et KCR MM (c).

L'estérification a conduit a la substitution des groupes hydroxyles dans les molécules de KC
par des groupements carbonyles de I'OSA. L'introduction de groupements carbonyles a été
confirmée par analyse spectrale FTIR (Figure 111.2). Par rapport au spectre de KC natif, les
spectres des dérivés (KC-OSAs) ont montré un nouveau pic a 1712,28 cm™?, correspondant a
I’élongation de la fonction C=0, indiquant la formation du groupement carbonyle de la
fonction ester [171],[195]. L’apparition de 1’élongation asymétrique de la vibration a 1545
cm? correspond au groupement (RCOO"). Il apparait clairement sur la figure 111.2 que la
bande d’ester est plus intense quand le degré de substitution augmente [171],[196]. D'autres
pics sont apparus a 2857,87 cm™ et 2925,54 cm™ attribués respectivement a I'étirement de -
CHs et -CHp- [193],[197], ainsi que la vibration symétrique autour de 1414,73 cm?,
correspondant a la bande -CH des chaines alkyle. Cette derniére présente une intensité plus
forte pour KC-OSA MM (dérivés obtenu par chauffage aux micro-ondes) que pour KC-OSA

CM (dérivés obtenu par chauffage conventionnel). Les autres pics des échantillons de KC-
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OSAs n'ont pas changé de maniére significative par rapport a ceux du KC natif. Enfin, ces
résultats ont démontré que la modification sous chauffage par micro-ondes était plus efficace
et efficiente que la méthode de chauffage conventionnelle.
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Figure 111.2. Spectres FTIR de KC (a), KC-OSA CM (b) et KC-OSA MM (c).

111.2.2. Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire du proton (RMN!H)

L'analyse RMNH a été effectuée pour confirmer la modification hydrophobe de KC. Les
spectres de KC et ses dérivés (KCRs et KC-OSAs) sont représentés sur les figures 111.3, 111.4
et I1.L5 Les propriétés structurales du KC (Figure 111.3) a révélé que le KC est un
polysaccharide composé d'unités répétées et alternées de B-D-galactopyranose 3-lié (unités G)
et de 3,6-anhydro-a-D-galactopyranose 4-lié¢ (unités DA). Le spectre RMN*H du KC indique
les pics de G4S-1 a 5,20 ppm, G4S-2 a 3,69 ppm et d’autres pics de G4S-3 et G4S-4 a 3,85
ppm et 4,12 ppm, respectivement [198], [198], [199]. L’ensemble des résultats obtenus lors de

cette analyse sont en accord avec la littérature [199].

G456
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Figure 111. 3. Spectre RMN!H du KC natif.
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De nouveaux pics ont été détectés dans les spectres des dérivés KCR MM et KCR CM
(Figure 111.4). Les pics détectés a 0,88 ppm et 1,29 ppm ont été attribués, respectivement, a
trois protons de méthyle terminal (CHs) et les protons liés au groupement méthyléne (CHy)
de la chaine octyle [193]. Les pics détectés a 3,78 ppm dans les spectres RMN'H des dérivés
obtenus ont éte attribués aux protons de méthylene liés a la fonction éther (-CH2-O-R), ce qui

a permis de confirmer 1’éthérification du KC par le chlorooctane [170].

Figure 111.4. Spectre RMN*H des dérivés de KC : KCR MM (a) et KCR CM (b).

De nouveaux pics ont été détectés dans les spectres des dérivés obtenus KC-OSA MM
(Figure 111.5-a) et KC-OSA CM (Figure.lll1.5-b). Le pic a 0,84 ppm correspondent a trois
protons de méthyle terminal CHs (a) dans le résidu OSA, et le pic a 1,25 ppm provient du
méthyléne CH> (b-d) du résidu OSA [200]. Ces résultats indiquent clairement la substitution
de ’OSA sur la structure du KC [201],[202].
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Figure 111.5. Spectre RMN*H des dérivés de KC : KC-OSA MM (a) et KC-OSA CM (b).

111.2.3. Degré de substitution (DS)

Les valeurs du degré de substitution sont représentées dans la figure II11.6. L’ensemble des

résultats obtenus indique que les dérivés synthétisés par micro-ondes (KCR MM et KC-OSA

MM) présentent des degrés de substitution plus élevés (DS = 0.77 et 0.85) par rapport au
dérivés préparé par la méthode conventionnelle (KCR-CM et KC-OSA CM) présentant des

degrés de substitution de 0.45 et 0.62, respectivement.

Le rayonnement micro-ondes permet un chauffage homogéne dans la masse du milieu

réactionnel grace a une élévation instantanée de la température conduisant a des temps de

réaction tres courts [203]. [204].
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Figure 111.6. Degrés de substitution (DS) des dérivés KCR et KC-OSA.
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111.2.4. Microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage a été utilisée pour déterminer la taille, la surface, et la

forme des particules. Les figures 111.7, 111.8 et 111.9 montrent la morphologie et la structure du

KC et ses derivés a difféerentes échelles (50, 10 and 5um).

Les microphotographies du KC natif (Figure I11.7 a—c) ont montrés que les grains présentent
de petites tailles, de forme granuleuse avec une structure uniforme [205]. Les grains de KC
présentent une microstructures avec une surface assez lisse et une structure laminée
[206],[207].

—50pm—| (b) ! - 4 F—10pm—] (c) ‘] — § pm—
X

Figure 111.7. Image microscopique MEB du KC : 1000X, 50um (a), 6000X, 10um (b) et
16000X, 5um (c).

Contrairement aux granules de KC, les grains de KCRs présentent un aspect cristallin avec
des surfaces plus lisses et moins poreuses (Figure 111.8). En effet, les grains de KCR MM
étaient sensiblement plus gros que les grains de KCR CM. A cet effet, les conditions

fortement alcalines ont pu causer la désintégration granulaire du dérivé KCR CM [208].

KCR MM

—50um—| (b). > —104m—| )

|
¢ 5
-

KCR CM

Figure 111.8. Images microscopiques MEB de KCR MM et de KCR CM :
1000X, 50um (a), 6000X, 10um (b) et 16000X, 5um (c).
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D’autre part, les grains de KC-OSAs présentent un aspect cristallin sans aucune altération
significative de la structure granulaire. Ces résultats suggerent que la réaction d'estérification
n'a pas endommagée la structure morphologique du KC [195].

En conclusion, I’ensemble des résultats de la MEB montre que les modifications hydrophobes
auxquels le KC a été soumis lors de cette étude n’ont pas eu d'impact significatif sur la taille
des particules du KC, ce qui indique que les fractions hydrophobes greffés sur KC par
éthérification (KCRs) ou par estérification (KC-OSAs) n‘ont pas provoqué la dénaturation de

la structure du biopolymeére KC.

=4 (2)

KC-OSACM KC-OSAM

Figure 111.9. Images microscopiques MEB de KC-OSA MM et de KC-OSA CM :
1000X, 50um (a), 6000X, 10um (b) et 16000X, 5um (c).

111.2.5. Diffraction des rayons X (DRX)
Le diagramme de diffraction des rayons X du KC (Figure. 111.10) a montré des pics nets qui
indique sa structure cristalline avec des pics caractéristiques a 20 = 18.41° et 28.26° ayant des
intensités de 63.0% et 56.1%, respectivement [206].
Les diagrammes de diffraction des dérivés étherifiés et estérifiés (Figure 111.10) du Kappa
carraghénane ont montré des spectres similaires au diagramme du KC natif, n’indiquant pas
de changement significatif dans 1’état morphologique des dérivés obtenus aprés les réactions
d’éthérification et d’estérification [209],[210].
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Figure 111.10. Spectres de diffraction au rayon X du kappa carraghénane.

Cependant, les différences d’intensité des pics ou l'absence de certains autres pics dans les
diffractogrammes des dérives étudiés par rapport au diffractogramme du KC, essentiellement
a 260 = 28,25° (56,1%), 28,15° (85,0%) et 28,28° (88,4%) correspond a KC, KC-OSA CM et
KC-OSA MM respectivement, indiquent que KC et ses dérives possedent différents degrés de
cristallinité. En effet, les valeurs de DDC (degré de cristallinité) obtenues de KC, KCR
MM, KCR CM, KC-OSA CM et KC-OSA MM étaient de 8.01 %, 4.35 %, 3.50%, 8,86 % et

9,45 %, respectivement.
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Figure 111.11. Degré de cristallinité du KC et ses dérives.
111.2.6. Analyses thermiques
Les analyses de calorimétrie a balayage différentiel (DSC) et thermogravimétrique (ATG)
sont fréquemment utilisées lors de la caractérisation des propriétés thermiques des polymeres.
Les thermogrammes DSC, ATG et leurs dérivées (DTG) du KC et ses dérivés sont illustrés
sur les figures 111.12, 111.13 et 111.14. Les thermogrammes DSC de KC et KCRs (Figure
111.12.a) ont montré que les températures de transition vitreuse étaient de 239 °C et 256 °C,

respectivement.
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L’analyse DSC de KC et ses dérivés KC-OSAs (Figure 111.12.b) a montré deux événements
thermiques. Les résultats obtenus permettent de conclure que le greffage des chaines
hydrophobes sur le kappa carraghénane par 1’éthérification ou I’esterification a augmenté les
températures de dégradation ou les températures de transition vitreuse en raison de I’énergie
nécessaire pour la rupture des nouvelles liaisons d’éther et d’ester entre les groupements
hydrophobes et le KC.
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Figure 111.12. Thermogrammes DSC de KC et ses dérivés.

Les courbes ATG (Figure. 111.13) ont montré que les échantillons présentaient trois stades de
dégradation a des intervalles de températures allant de 23 °C a 1000 °C. Le premier stade qui
commence a partir de la température ambiante jusqu'a (120-130)°C est lié a la déshydratation
du kappa carraghénane [211],[198]. Le second stade de dégradation du KC commence de 180
°C a 414 °C, et correspond a la perte de poids drastique (43-44 %) [198],[226],[227]. Le
troisieme stade de décomposition de KC a été enregistré entre 590.08 °C et 994.18 °C, ce qui
peut étre da a la décomposition des especes inorganiques présentes dans le KC natif (Figure.
111.13.b) [212].

Pour les KC-OSAs, le deuxiéme stade de dégradation a débuté de 144.06 °C a 403.75 °C avec
une perte de poids de 41.86% pour KC-OSA MM et de 123,2 °C a 611,19 °C pour KC-OSA
CM avec une perte de poids de 51,97 %. Enfin, dans le troisiéme stade des dérivés d’OSA,
des pertes de poids drastiques de 17,66 % pour KC-OSMM et de 18,26 % pour KC-OSCM
ont été observées a partir de 406.11 °C a 638.11 °C et de 613.02 °C a 823.24 °C,
respectivement. Les résultats ont montré une amélioration de la stabilité thermique dans les
dérivés par rapport a KC natif en raison de la substitution des groupes hydroxyle par les

groupes hydrophobes [212].
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Figure 111.13. Thermogrammes d’analyse Thermogravimétrique de KC et ses dérivés.

Les résultats obtenus lors de I’analyse thermique ont également démontré que la température
de decomposition des derivés de KC a été augmentée avec l'augmentation du DS, donc une
ameélioration de la stabilité thermique de la plupart des dérivés [213],[226],[229].
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Figure 111.14. Thermogrammes des dérivés thermogravimétriques de KC et ses dérivés.

Enfin, les points d'inflexion des courbes DTG (Figure 111.14) ont révélés que la fraction
maximale de décomposition était a (moyenne de 192-238) °C, 242 °C, 251 °C, 228,98 °C et
249,67 pour KC, KCR CM, KCR MM, KC-OSA CM et KC-OSA MM, respectivement
[215].

111.2.7. Détermination du poids moléculaire moyen

Les poids moléculaires moyens (PM) de KC, KCR MM, KCR CM, KC-OSA MM et KC-
OSA CM ont été estimés a (2.23 x 10°), (1.29 x 10°), (0.94 x 10°), (2.08x 10°) et (1.37x 10°)
g /mol respectivement (figure 111.15). Des différences significatives ont été observées en

comparant les différents poids moléculaires (p < 0,05). La diminution des poids moléculaires
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moyens des KCRs et KC-OSAs peut étre interprétée par une dépolymérisation des chaines
polymériques, a cause du milieu réactionnel fortement alcalin. La dégradation du poids
moléculaire a été également observée lors de réactions d’éthérification et d’estérification de
différents polysaccharides avec des poids moléculaires élevés dans plusieurs études
ultérieures [8],[216].
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Figure 111.15. Valeurs du poids moléculaire du KC native et de ses dérives.

111.2.8. Etude rhéologique

Afin d’étudier les propriétés rhéologiques et les structures internes de KC et ses dérivés
(KCRs et KC-OSAs), I’évaluation des courbes d'écoulement, et les tests d'oscillation ont été
effectués pour la caractérisation des profils d’écoulement et les propriétés viscoélastiques des

biopolymeres.

I11.2.8.1.Courbes d’écoulement

Les courbes d'écoulement du KC et de ses dérivés sont illustrés sur les figures 111.16 et 111.17.
Les profils des courbes d’écoulement montrent clairement que les biopolymeres présentent
des propriétés non Newtoniennes, avec un comportement rhéofluidifiant, du fait que la
viscosité diminue avec l'augmentation du taux de cisaillement [217]. De plus, il a été noté que
la viscosité du KC était supérieure a celle des dérivés KCR MM, KCR CM et KC-OSA CM,
ce qui pourrait s'expliquer par le poids moléculaire plus bas des dérivés par rapport a celui du
KC natif [8] [218], a I'exception du dérivés KC-OSA MM qui a une viscosité similaire a celle
du KC natif du fait que ce dérivé a subi un traitement alcalin doux pendant une courte durée.
On a aussi remarqué que la viscosité augmente avec 1’augmentation de la concentration des
biopolymeres. Ainsi, les solutions de biopolymeres a 1% (p/v) présentaient des valeurs de

viscosité plus élevées que celle des solutions a 0.75% (p/v) [217].
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Figure 111.16. Courbes d’écoulement de KC, et KCRs (KCR MM et KCR CM) a des
concentrations de 0.75 %(p/v) (a) et 1 % (p/v) (b).
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Figure 111.17. Courbes d’écoulement de KC, et KC-OSAs (KC-OSA MM et KC-OSA CM)
a des concentrations de 0.75 %(p/v) (a) et 1 % (p/v) (b).

111.2.8.2.Propriétés viscoélastiques linéaires

Des tests d'oscillation ont été effectués pour examiner les propriétés viscoélastiques linéaires
de solutions aqueuses de KC et de ses dérivés KCRs et KC-OSAs. Les résultats des variations
des modules élastique (G") et visqueux (G") sont illustrés dans les figures 111. 18 et 111.19.
Dans la région viscoélastique linéaire (RVL), il est clairement observé que tous les
échantillons ont montrés un caractere élastique est prédominant par rapport au caractere
visqueux, et que le module de stockage était supérieur au module de perte (G' > G"). Le
module de stockage, ainsi que le module visqueux, restent presque constant dans la région du
plateau avant d'atteindre le point de gel a la contrainte de cisaillement critique, ou le démélage
du réseau de gel est atteint [219].
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Figure 111.18. Variation des modules de stockage (G') et de perte (G") en fonction de la
déformation de KC, et KCRs a des concentrations de 0.75 % (a) et 1 % (b) a 1Hz et 25°C.

—4— G'KC-0SA MM
—— G" KC-05A MM

——G'KC
——G"KC
—A—G'KC-084 MM
—4—G" KC-08A MM

——G'KC-05A CM —+—G'KC-05A CM
—o—G"KC-05A CM 0.01 —0—G"KC-084 CM
0,01 01 1 10 100 1000 7 0,01 0,1 100 1000

Taux de cisaillement [%]

1 10
Taux de cisaillement [%]

Figure 111.19. Variation des modules de stockage (G'") et de perte (G") en fonction de la
déformation de KC, et KC-OSAs a des concentrations de 0.75 % (a) et 1 % (b) a 1Hz et 25°C.

111.2.8.3. Etude de viscoélasticité dynamique

Les spectres mécaniques de KC et de ses dérivés sont illustrés sur les figures 111.20 et 111.21.
On observe que le module de stockage (G') est resté supérieur au module visqueux (G"), et
que les modules des dérivés notamment les KCRs ont montré une variation plus importante
avec la fréquence angulaire que KC ce qui correspond a un comportement élastique
caractéristique d'un gel faible [220],[170],[221],[222],[223]. Ces résultats ont également
montré que les valeurs de G et G’ augmentent en fonction de la concentration, ou ils

présentent des valeurs maximales a la concentration de 1 %(p/v) [220].
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Figure 111.20. Variation des modules de stockage (G') et de perte (G") en fonction de la
fréquence de KC et KCRs a des concentrations de 0.75 % (a) et 1 % (b).
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Figure 111.21. Variation des modules de stockage (G") et de perte (G") en fonction de la
fréquence de KC et KC-OSAs a des concentrations de 0.75 % (a) et 1 % (b).

I11.2.9. Détermination de la concentration d’agrégation critique (CAC)

Les figures 111.22, 111.23 montrent la variation de la conductivité électrique des dérivés du KC

a différentes concentrations, a 25°C. Les courbes révelent que la conductivité électrique est

proportionnelle a la concentration des dérivés du KC. Selon les résultats obtenus, deux

régions linéaires ont été détectées et les courbes ont modifiés leurs pentes a une concentration

spécifique connue sous le nom de la concentration d'agrégation critique (CAC). Les valeurs

de la CAC des polymeres, qui étaient les intersections des segments de droite, diminuaient

avec l'augmentation du DS [224], cela pourrait s'expliquer par le caractere amphiphile des KC

modifiés de maniére hydrophobe qui agissaient comme des tensioactifs dans les solutions

aqueuses [225].
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Figure 111.22. Variation de la conductivité en fonction des concentrations de KCR MM (a),

et de KCR CM (b)
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Figure 111.23. Variation de la conductivité en fonction des concentrations de KC-OSA MM
(), et de KC-OSA CM (b).

111.2.10. Diffusion dynamique de la lumiére

L'effet des concentrations de KCRs et KC-OSAs sur la distribution des diametres des
particules colloidales est représentée sur les figures 111.24 et 111.25 respectivement. A de tres
faibles concentrations (0.02%, p/v), la distribution granulométrique est caractérisée par
I’existence d’une population monomodale constituée de monomeres de polysaccharide
modifié dispersés dans la solution et la taille du monomeére est de ’ordre de 118 .74 nm, 93.02
nm, 151.57 nm et 105.1 nm pour KCR MM, KCR CM, KC-OSA MM et KC-OSA CM
respectivement.

On observe une chute de la distribution de taille a 0,04 % (p/v) en raison des associations
intermoléculaires causées par la contraction des chaines des polyméres qui ont conduit a la

formation d'agrégats unimoléculaires.
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Pour les KCRs, le dérivé obtenu par microonde (KCR MM) présente une taille du pic de la
premiere distribution de 35,03 nm pour 0,06 % et aussi pour 0,08 % et la deuxieme
distribution était supérieure aux agrégats unimoléculaires, atteignant 151,57 nm et 193,48 nm
pour 0,06% et 0,08 %, respectivement. Or que le KCR CM a 0,08 % avait une distribution a
deux tailles correspondant a 35,03 nm et 151,57 nm. Cependant pour les dérivés de ’OSA, le
phénomeéne micellisation a commencé a des faibles concentrations par rapport aux KCRs, a
0.04 % et 0.06 pour KC-OSA MM et KC-OSA CM respectivement. Alors le dérivé obtenu
par microonde (KC-OSA MM) présente une taille de la premiére distribution de 44.72 nm
pour 0.04%, 0,06 % aussi pour 0,08 % et la deuxiéme distribution était supérieure aux pics
unimoléculaires, atteignant 171,25 nm et 193,48 nm et 218.6 pour 0.04%, 0,06% et 0,08 %,
respectivement. Tandis que la taille de la premiére distribution de KC-OSA CM est de 39.58
nm pour 0.06% et aussi pour 0.08% et 151.57 nm et 193.48 nm pour 0.06% et 0.08%

respectivement pour la deuxieme distribution.

(a) —=—0.02% (b) —=—0.02%
—+—0.04 % ——0.04 %
—&—0.06 % —i—0.06 %
—v— 0.08 % —v—0.08 %

Fréquence [%o]
Fréquence [%o]

100 1000 100 1000
Diameétre [nm] Diamétre [nm]

Figure 111.24. Evolution des diametres des nanoparticules de KCR MM (a) et KCR CM (b) a

différentes concentrations.
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Figure 111.25. Evolution des diametres des nanoparticules de KC-OSA MM (a) et KC-OSA

CM (b) a différentes concentrations.
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111.2.11. Pouvoir émulsifiant

111.2.11.1. Aspect macroscopique

Les propriétés macroscopiques de toutes les formules développées ont été déterminées
immédiatement apres la préparation par un contr6le visuel avant le test d'évaluation de la
stabilité (Figure 111.26 et 111.27). Les émulsions obtenues étaient de couleur jaune pale ou
blanche et présentaient un aspect crémeux homogene. Cependant les formules a base de KC

(F1 et F4), présentent une couleur jaunatre.

Mﬁg L F6 {

Figure 111.26. Aspect macroscopique des émulsions a base de KC, KCR MM et KCR CM
aux concentrations de 0.75 % (F1, F2 et F3) et de 1 % (F4, F5 et F6) aprés 24h.

Figure 111.27. Aspect macroscopique des emulsions a base de KC, KC-OSA MM et KC-OSA
CM aux concentrations de 0.75 % (F1, F2 et F3) et de 1 % (F4, F5 et F6) aprés 24h.
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111.2.11.2. Indice de crémage

Les résultats des tests de stabilité accélérée par centrifugation sont représentés dans la figure
[11.28, ou il est clairement observé que les émulsions stabilisées par KC-OSAs présentent les
valeurs les plus faibles d’IC (%) par rapport a celles a base de KCRs. En effet, les faibles
valeurs d'indice de crémage obtenues pour les formules F2 et F5, indique un potentiel
stabilisant plus élevé des dérivées KCR MM et KC-OSA MM, obtenus par microondes par
rapport aux deérivés obtenus par la méthode conventionnelle. Ces résultats confirment

également le caractere amphiphile des dérivés qui est plus prononcé avec un DS plus élevé.
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Figure 111.28. Variation de I'indice de crémage des émulsions en fonction de la vitesse de

centrifugation.

111.2.11.3. Test de stabilité a long terme

Les résultats des tests de stabilité aprés un mois sont présentés sur la figure 111.29 et 111.30. A
la surface des émulsions a base de KC a 0,75% (F1), des gouttelettes huileuses ont été
détectées, entrainant une séparation de phases. Cependant, les formules a base de KC a 1%
(F4) ont montré un phénomene de coalescence avec apparition de gouttelettes huileuses a la
surface. A I’inverse, les formules a base de KCRS et KC-OSAs ont montré une meilleure

stabilité, en restant homogeéne, avec une couleur blanche et une consistance visqueuse.
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Figure 111.29. Aspect macroscopique des émulsions a base de KC, KCR MM et KCR
CM aux concentrations de 0.75 % (F1, F2 et F3) et de 1 % (F4, F5 et F6) apres un mois.

CM aux concentrations de 0.75 % (F1, F2 et F3) et de 1 % (F4, F5 et F6) aprés un mois.

111.2.11.4. Aspect microscopique

La microstructure des émulsions préparées a été examinée par microscopie optique, 24 heures
apres la préparation et 30 jours apres le stockage. Les figures 111.31, 111.32 et 111.33,
représentent les photomicrographies et la distribution granulométrique des émulsions
étudiées.

Les résultats observés indiquent clairement que les formules F1 et F4 a base de KC aux
concentrations de 0.75 et 1 % ne montrent aucun pouvoir stabilisant (Figure 111.31).

L’évolution irréguliére de la forme et de la taille des gouttelettes d'huile a conduit & une
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coalescence compléte apres 30 jours dans ces émulsions, ce qui a été observé
macroscopiquement comme une séparation de phases. De plus le diametre moyen des
globules de ces émulsions est passé de 224,66 + 0,33 um a 299,56 + 0,4 um pour F1 et de
109,67 £ 0,38 um a 149,97 + 0,15 um pour F4 aprés un mois.
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Figure 111.31. Images microscopiques (grossissement x10) et distribution de taille des
globules des émulsions formulées a base du KC aux concentrations de 0.75 (F1) et 1% (F4).

Les formules F2, F3, F5 et F6 a base de KCRs (Figure 111.32) et KC-OSAs (Figure 111.33)
ont conservés leur aspect homogéne et n’ont montré aucune forme d’instabilité durant toute la

période du stockage.

Les émulsions stabilisées par les dérivées KCRs a 0,75% et 1% n'ont présentées aucun

phénomene de coalescence, méme apreés 30 jours de stockage.

L'aspect microscopique des émulsions a base de KCR MM (F2 et F5) a montré la formation
de gouttelettes d'huile sphériques uniformément dispersées, caractérisant une homogenéité de
la distribution granulométrique. Le diamétre moyen des gouttelettes était sensiblement plus
faible dans les émulsions a 1 % (F5). En effet, I'émulsion F2 a 0,75% en KCR MM a présenté
une taille de globule moyenne variant de (17,5 = 0,25) um au premier jour a (27,74 £ 0,2)um
au 30°™ jour, alors que I’émulsion F5 a 1% en KCR MM, a montré une taille de gouttelette
moyenne de (10,23 + 0,15) um au premier jour, qui a légérement augmenté a (15,3 + 0,13)

pm apres 30 jours de stockage.
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En revanche, les émulsions a base de KCR CM a 0,75% (F3) et a 1% (F6) présentaient une
stabilité inférieure par rapport aux émulsions a base de KCR MM. En effet, les émulsions a
base de  KCR CM sont constituées de gouttelettes d'huile plus grosses, avec la présence de
globules agrégés, aprés 30 jours de stockage. Ceci est confirmé par la taille moyenne des
globules, ou celles de I’émulsion F3 variait de (44,96 + 0,22) um a (90 + 0,14) um pour le
premier et le 30°™ jour de stockage, respectivement, alors que la taille globule de 1’émulsion

F6 variait entre (25,34 + 0,25) um (ler jour) et (44,5 + 0,3) um (30°™ jour).

Cette variation observée dans 1’aspect microscopique des émulsions a base des dérivés KCRs

peut étre expliqué par un pouvoir stabilisant de KCR MM plus important par rapport au dérivé
KCR CM, di a son DS élevé.
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Figure 111.32. Images microscopiques (grossissement x10) et distribution de taille des
globules des émulsions formulées (F2, F5) et (F3, F6) a base de KCR MM et KCR CM
respectivement, avec (F2, F3) a 0.75% et (F5, F6) a 1%.




Chapitre 111 Modification hydrophobe du KC

Méme apres 30 jours de stockage, les émulsions stabilisées par les KC-OSAs a 0,75% et 1%
n‘ont montré aucune coalescence. En effet, des gouttelettes d'huile sphériques, uniformement
réparties avec une distribution homogéne de la taille des particules a été observée dans les
émulsions a base de KC-OSAs. A des concentrations de 0,75% de KC-OSA MM, 1I’émulsion
F2 a montré une taille de particule allant de (12,30 + 0,13) pum a (16,89 + 0,14) um pour le
premier et le trentieme jour respectivement. Par contre, a 1% de KC-OSA MM (F5), la taille
des gouttelettes moyenne était de (8,86 + 0,09) um, qui a légérement augmenté a (10,24 +
0,17) um apres 30 jours de stockage.

Cependant, la taille moyenne des particules des émulsions a base du dérivé KC-OSA CM
s’aveére étre plus important que la taille des émulsions a base de KC-OSA MM. En effet, la
taille moyenne des particules de I’émulsion F3, a base 0.75% de KC-OSA CM variait de
(32,75 £ 0,18) um a (53,62 + 0,12) um pour les premier et 30e jours de stockage,
respectivement, et pour I’émulsion F6, a base de 1% de KC-OSA CM, la taille moyenne des
particules variait de (19,6 + 0,15) um & (22,42 + 0,2) um pour le premier et le 30°™ jours de
stockage, respectivement.

Cette variation dans la taille moyenne des globules lors des dispersions et pendant le stockage
des différentes émulsions étudiées est probablement due a la capacité des différents dérivés

utilisés a s’adsorber aux interfaces, qui augmente avec I’augmentation du DS des dérivés.
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Figure 111.33. Images microscopiques (grossissement x10) et distribution de taille des
globules des émulsions formulées (F2, F5) et (F3, F6) a base de KC-OSA MM et KC-OSA

CM respectivement, avec (F2, F3) a 0.75% et (F5, F6) a 1%.
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Ainsi, il apparait évident que le greffage de fragments hydrophobes sur le KC a permis aux
dérivés obtenus (KCRs et KC-OSAs) d’avoir des propriétés amphiphiles, leurs permettant de
s’adsorber aux interfaces grace a leurs nouvelles capacités d’émulsification.

L’utilisation des dérivés de KC hydrophobiquement modifiés a permis de stabiliser des
émulsions directes et l’augmentation du DS de ses dérivés augmentent le pouvoir
émulsionnant de ces derniers et réduit considérablement la taille moyennes des particules
dispersées (Figures 111.34). Ceci permet ’obtention d’émulsion plus stable, sans aucun

phénomeénes d’instabilité lors de leurs conservation [226], [227].
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Figure 111.34. Variation de la taille des particules moyenne des émulsions a base de KC et ses

dérivés en fonction du temps.

111.3. CONCLUSION

La modification chimique du Kappa carraghénane par deux mecanismes différents a savoir
I’éthérification et I’estérification a été réalisée avec succes. Cela a permis d’obtenir de
nouveaux dérives (KCRs et KC-OSAs) avec de nouvelles propriétés physicochimiques
évaluées et caractérisees. Les résultats de la caractérisation ont montré que les dérivés
hydrophobiquement modifiés possédant des propriétés de surface, pouvaient étre utilisés
comme biopolymeéres émulsifiants et stabilisants des émulsions de type W/O. L’ensemble des
propriétés physicochimiques et rhéologiques augmente avec 1’augmentation du DS des
dérivés de KC. Ce dernier est plus important lors de I'utilisation du mode de chauffage par
microondes, par rapport au mode de chauffage conventionnel, lors de la modification

chimique du KC natif.
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Chapitre 1V: Formulation des émulgels stabilisés par KC et ses dérivés

IV.1 INTRODUCTION

Les emulgels sont des émulsions gélifiées dont I'émulsion est incorporée dans une base de gel.
Ces formulations offrent une meilleure stabilité aux systemes disperseés, ainsi que de nouvelles
opportunités pour étre utilisés comme de nouveaux véhiculant de principes actifs de nature

hydrophobes a usage topique [228].

Dans cette optique, le principal objectif de ce chapitre est le développement d’émulgels
contenant le Diclofénac de sodium (DCL), comme principe actif, et stabilisée par le kappa
carraghénane (KC) et ses dérives (KCRs et KC-OSAs). Cette étude permettra de mettre en
évidence les propriétés physico-chimiques, rhéologiques et biopharmaceutiques des émulgels
et d’évaluer la capacité des biopolymeres étudiés a stabiliser les différentes formulations en

tant qu’excipients pharmaceutiques.

IV.2. ETUDE DE LA COMPATIBILITE PRINCIPE ACTIF-EXCIPIENTS

Afin de vérifier la compatibilité entre le principe actif et ’ensemble des excipients entrant
dans la formulation des émulgels formulés, des analyses FTIR ont été effectuées sur le
Diclofénac de Sodium (DCL), et les excipients: kappa carraghénane (KC), ses dérives
(KCRs, KC-OSAs), et I’hydroxypropyl methyl cellulose (HPMC). Les spectres FTIR des
mélanges physiques de chacun des excipients avec le principe actif obtenus seront comparés
avec le spectre du principe actif seul, afin d’observer d’éventuels changements qui
traduiraient des interactions entre les différents composants des mélanges. Le spectre FTIR du
DCL est caractérisé par une bande a 3586,84 cm™! correspondant aux étirements des amines
secondaires NH, un pic a 3208,53 cm™ correspondant a I’étirement symétrique de CH
aromatique. Des pics ont été observés également a 1553.35 cm et 1501 cm correspondant a
I'étirement -C=0 du groupe carboxyle et de I'étirement C=C de cycle aromatique,
respectivement. Un pic apparaissant également a 1280.71 cm™ est attribué a I'étirement C—-N

d'une amine aromatique et enfin le pic a 836,26 cm indiquant I'étirement C-CI [229],[230].

Les dérivés du KC obtenus par éthérification (KCRs) présentent des pics correspondants aux
groupements (-CHs3) a 2857,87 cm-1, et aux groupements méthyle (-CH2) a 2925,54 cm-
[193]. De plus, I’élongation symétrique de la vibration autour de 1414,73 cm™ correspond a
la bande -CH des chaines alkyle. Un pic apparait également a 1043,69 cm attribué a la
fonction éther (-C-O-C-) [194]. Tandis que les spectres des dérivés obtenus par estérification

1

(KC-OSAs) montrent la présence d’un pic a 1712,28 cm™!, correspondant a I’élongation de la

fonction C=0 [171],[195]. En plus I’élongation asymétrique de la vibration a 1545 c¢cm
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correspond au groupement (RCOO)[171],[196]. D'autres pics apparaissant a 2857,87 cm™ et
2925,54 cm? sont attribués respectivement a I'étirement de -CH3 et -CH,- [193],[197], et la
vibration symétrique autour de 1414,73 cm™, correspond a la bande -CH des chaines alkyle
[170].

Le spectre FTIR de ’THPMC présente une large bande observée dans la région a partir de
3337.24 cm! correspond aux vibrations d'étirement —OH de la méthylcellulose. De plus, les
bandes d'absorption a 2933.33 cm et 2892.8 cm™ sont dues a la vibration d'étirement
asymeétrique de -CH; ou -CHs. Le pics observé a 1555.91 cm indique la liaison C-O du cycle
pyranose a six carbones de ’HPMC, et le pic a 1449.24 cm™ est dus aux vibrations de C-H,
tandis que le pic le plus perceptible pour 'HPMC est la vibration d'étirement a 1053,15 cm™!
correspondant au groupement C—O-C [231],[232].

Les mémes pics attribués aux fonctions caractéristiques du DCL ont été retrouvés dans les
spectres des mélanges physiques du principe actif avec les excipients (Figure 1V.1). Ainsi,
les résultats obtenus n’ont montré la présence d’aucune interaction physique ou chimique

entre le DCL et les polymeres utilisés.

Transmittance %]

SOGO =00 000 Z=00 Zooo 1=00 1000

Nombres dondes (cxxn 1)

Figure 1V.1. Spectres FTIR : Diclofénac de Sodium (DCL), HPMC, et des mélanges (DCL/
KC), (DCL/KCRMM), (DCL/KCR CM), (DCL/ KC-OSA MM),
(DCL/ KC-OSA CM), (DCL/HPMC).
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IV.3. CARACTERISATION PHYSICO-CHIMIQUE DES EMULGELS A BASE DE
DICLOFENAC DE SODIUM

IV.3.1. Aspect macroscopique
La figure IV.2 montre 1’aspect des émulgels immédiatement aprés la formulation. Ce controle
physique a montré que les émulgels obtenus sont de couleur jaune péle et présentent un

aspect crémeux homogene avec une consistance visqueuse gélifiée.

EM 4 , RE™ i«

Figure 1V.2. Aspect des émulgels a base de Diclofénac de sodium.

1vV.3.2. pH

La mesure du pH est nécessaire, car il peut avoir des conséquences, soit sur I’aspect
technologique, soit sur I’aspect thérapeutique d’une préparation dermique, et ainsi avoir une
influence sur la stabilité physique des formulations.

Les résultats obtenus lors de I’analyse de pH, indiquent que I’ensemble des formulations
présentent un pH compris entre 5.45 et 5.72 (Figure 1V.3). Les préparations présentent donc
un pH compatible avec celui de la peau [233]. Ainsi, les émulgels peuvent étre préconisées

pour des applications cutanées sans aucun risque d’irritation de la peau [234].
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Figure.1V.3. pH des émulgels formulés & 25°C.
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1VV.3.3. Dosage du principe actif par UV-Visible
L’absorption optimale du principe actif DCL par spectrophotométrie UV dans le milieu

PBS pH7.4 a montré un maximum d’absorption a 276nm (Figure 1V .4).
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Figure 1V.4. Spectre d’absorption UV de solution de DCL dans un milieu tampon pH7.4.

La courbe d’étalonnage établie pour le dosage du DCL dans le milieu PBS pH7.4 étudié
donne des résultats satisfaisants avec un excellent coefficient de corrélation (Figure 1V.5).
Cette méthode d’analyse est appropriée pour le dosage du DCL en
solution PBS pH7.4. C’est une méthode simple, précise, rapide et reproductible, elle

convient trés bien pour 1’analyse d’un grand nombre d’échantillons.
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Figure 1V.5. Courbe d’étalonnage de DCL dans I’'UV
a A =276 nm dans un milieu tampon pH7.4

L’équation de la droite d’étalonnage et le coefficient de corrélation obtenue sont présentés

dans le tableau suivant:

Tableau IV.1. Résultats de I’ajustement de courbe d’étalonnage du Diclofénac de sodium

Milieu de dissolution Longueur Equation de la droite Coefficients de
d’onde optimale d’étalonnage corrélation R?
(nm)
Milieu Tampon pH 276 y=0,1 x+0,010 0,998
7.4




Chapitre 1V: Formulation des émulgels stabilisés par KC et ses dérivés

Selon les résultats présentés dans le tableau 1V.1, on remarque que le coefficient de
corrélation est supérieur a 0,99 ce qui représente une bonne linearité selon la loi de Beer-
Lambert. Cela nous indique que la méthode de dosage du Diclofénac de sodium par

spectrométrie UV/Visible est adéquate pour notre étude.

1VV.3.3.1. Dosage du principe actif (DCL) dans les émulgels étudiés
Les résultats de I’analyse du titre en principe actif sont représentés dans le tableau IV.2. Selon
les résultats obtenus, on constate que les émulgels sont conformes aux normes de la

pharmacopée Européenne dont les limites sont de (90-110) % du déclaré [162].

Tableau I'V.2. Titre en principe actif (DCL) des émulgels étudiés.

Formulations EM1 EM2 EM3 EM4 EM5
Titreen DCL (%) 97.984£0.85 98.97+0.95 99.74+0.78  99.65+0.82 98.52+1.25
Formulations EMG6 EM7 EMS8 EM9 EM10

Titreen DCL (%)  99.02+0.53 9852+1.02 98.47+1.52 97.41+1.43 98.98+1.01

IV.3.4. Evaluation du sens de I’émulsion dans les émulgels

Les résultats de 1’étude par conductimétrie sont représentés dans la figure IV.6. Les valeurs de
conductivité¢ ¢élevées, montrent que [’ensemble des ¢émulgels formulés sont a  base
d’émulsions directes, ¢’est-a-dire, de type huile dans I’eau (H/E). On remarque également que

la conductivité augmente en fonction de la concentration en polymeres.
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Figure 1V.6. Résultats de la conductivité électrique des émulgels formuleés.
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IV.3.5. Test d’étalement

La figure I'V.7 représente les résultats du test d’étalement exprimés en unité de surface, qui est
un parametre primordiale pour vérifier la capacité des €mulgels a s’étaler sur la peau

[182],[235],[179].

On constate que les émulgels étudiés s’étalent facilement, de facon homogene et réguliere
sans friction ou coupure lors du test d’étalement. Cette facilité constaté lors de I'utilisation des
émulgels formulés est probablement due a la présence de la phase huileuse dans le systéme,

qui joue le role de lubrifiant et facilite ainsi I’ étalement.
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Figure 1V.7. Test d’étalement des émulgels formulés.

1V.3.6. Stabilité a la centrifugation

Les résultats de test de stabilité a la centrifugation sont représentés dans le tableau V.3, ou il
est clairement observé que tous les émulgels ne présentent aucune séparation de phase ou
crémage apres centrifugation a I’exception des formules EM1 et EM2. En effet, les émulgels a
base de KC ont montré un léger crémage apres 30 mn de centrifugation a 6000 tr/mn. En effet
le KC n’a aucune activité de surface et donc ne posséde aucune capacité a s'adsorber a
I'interface eau-huile, en raison de sa structure, qui ne contient aucun groupement hydrophobe
[236],[236].
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Tableau 1V.3. Evaluation de l'indice de crémage des émulgels soumis a différentes vitesses

de centrifugation.

Vitesse de
Centrifugation 2000 4000 6000

(tr/mn)
EM1 (3.99+0.13) (6.12+0.12) (10.1+0.12)
EM2 (3.08+0.08) (5.50.25) (6+0.25)
EM3 PDC PDC PDC
EM4 PDC PDC PDC
EM5 PDC PDC PDC
EM6 PDC PDC PDC
EM7 PDC PDC PDC
EMS PDC PDC PDC
EM9 PDC PDC PDC
EM10 PDC PDC PDC

PDC : Pas de crémage

1V.3.7. Analyse microscopique et distribution granulométrique des émulgels

La figure 1V.8 représente les images microscopiques des émulgels de DCL a base de KC
(EM1 et EM2), et la distribution de taille des globules d’huile. Les résultats de 1’analyse
montrent que la distribution de tailles est hétérogene avec un changement de taille de globules
observé, avec apparition d’une coalescence aprés une durée de 6 mois de stockage a
température ambiante. Toutefois, ce phénomene de coalescence observé n’a pas conduit a
une séparation de phases cela peut étre di au fait que le réseau constituant les émulgels a base
de KC forment un gel solide, qui empéche les gouttelettes d’huiles de migrer vers I’extérieur.
Ces résultats sont comparables aux résultats de microscopie des émulsions simple H/E a base
de KC natif (Voir section 111.2.11.4.). Cela peut étre expliqué par le fait que le KC n’a aucune
activité de surface et donc ne possede aucune capacité a s'adsorber a l'interface eau-huile
[236]. Apres six mois de stockage, Le diametre moyen des globules de ces émulgels (EM1 et
EM2) varie de (45,25 £ 0,14) um a (90,16 + 0,15) um pour EM1 et de (38,14 + 0,22) um a
(64,23 £0,17) um pour EM2, respectivement (Figure 1V.10).
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Figure 1V.8. Images microscopiques (grossissement x10) et distribution de taille des globules

des émulgels formulés (EM1let EM2) a base de KC & 0.75% et a 1% respectivement.

Les résultats de 1’analyse microscopique des émulgels a base de KCRs (Figure 1V.9) apres
24 heures montrent que la distribution de tailles est homogene. Aprés 6 mois, les émulgels ont
conservés leur aspect homogene, et n’ont montré aucune forme d’instabilit¢ durant toute la
période du stockage. Cela dit, une légere polydispersée de la population a été observee
(Figure 1V.10). En effet, apres 6 mois de stockage, les émulgels a base de KCR MM
indiquent des diameétres moyens des globules variant de (22. 42 + 0.15 ym) a (27,13 £0,1)
pum pour EM3 et de (19,04 + 0,16) um a (25,64 + 0,08) um pour EM4, respectivement. Tandis
que les émulgels a base de KCR CM présentent des valeurs de taille de globules un peu plus
grosse que celle de KCR MM, aprés 6 mois de stockage. En effet, I’analyse de la distribution
granulométrique des émulgels a base de KCR CM indique des diametres moyens des globules
variant de 24. 58 £ 0.09 ym a 35,18 = 0,12 pm pour EMS5 et de 23,02 + 0,13 pm a 30,08 =
0,06 pum pour EM6.
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Figure 1V.9. Images microscopiques (grossissement x10) et distribution de taille des globules
des émulgels formulés (EM3, EM4) et (EM5, EM6) a base de KCR MM et KCR CM
respectivement, avec (EM3, EM5) a 0.75% et (EM4, EM6) a 1%.
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Figure 1V.10. Variation de la taille des particules moyenne des émulgels a base de KC et ses

dérivés en fonction du temps.

L’analyse microscopique des émulgels a base de KC-OSAs (Figure 1VV.11) a montré que les
globules d’huile au sein des émulgels présentent une structure sphérique réguliére et dispersée
de maniere homogene. |l est aussi observé que plus la concentration et le degré de
substitution du polymére augmentent, plus la finesse des globules dispersés dans 1’émulgel
est améliorée, et le diametre moyen est réduit (Figure 1V.10). En effet, I’analyse de la
distribution granulométrique indique des diametres moyens des globules variant de (13,1 £
0,06) um a (28,5 = 0,1) um pour EM7 et de (06,03 = 0,12) um a (14,76 = 0,1) um pour
EMS, aprés six mois de stockage. Cependant, les émulgels EM9 et EM10 présentent des
diamétres moyens variant de (17,98 = 0,12) um a (26,7 +0,13) um et de (8,14 = 0,09) um a

(23,8 £ 0,12) um respectivement, apres six mois de stockage.
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Figure 1V.11. Images microscopiques (grossissement x10) et distribution de taille des
globules des émulgels formulées (EM7, EM8) et (EM9, EM10) a base de KC-OSA MM et
KC-OSA CM respectivement, avec (EM7, EM9) & 0.75% et (EM8, EM10) a 1%.
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IV.3.8. Stabilité a long terme

Les emulgels ont éteé conservés a tempeérature ambiante pendant six mois et des contréles de
leur aspect, et de la microscopie, ont été entrepris. Les contrdles visuels ainsi que de la
microscopie apres la durée de conservation, n’ont montré aucune modification significative
de ces parametres. Le contrdle visuel n’a révélé aucun changement de couleur, ni aucune
forme d’instabilité tel qu’un crémage ou une séparation de phase. Les émulgels ont conservé

leur aspect crémeux et homogene comme indique la figure 1V.12.

Figure 1V.12. Aspect des émulgels & base de Diclofénac de sodium apres six mois.

1VV.3.9. Analyse rhéologique
L’analyse du comportement rhéologique des émulgels a base de Diclofénac de sodium a été
menée a l'aide d'un rhéométre avec une géométrie cone-plan CP60, a 25 °C, afin d’évaluer

les courbes d’écoulement et les propriétés viscoélastiques linéaires et dynamiques.

1V.3.9.1. Courbes d’écoulement

Les propriétés d'écoulement des émulgels formulés ont été étudiées en effectuant des mesures
de la viscosité en fonction de la vitesse de cisaillement. Les résultats sont représentés dans les
figures IV.13 et IV.14. 1l a été clairement observé que 1’ensemble des émulgels étudiés
présentent des propriétés non newtoniennes et un comportement rhéofluidifiant, du fait que la
viscosite diminue avec l'augmentation du taux de cisaillement [190],[237],[238],[239]. Par
ailleurs, il est clairement observé que la viscosité des émulgels augmente proportionnellement

avec la concentration en polymeres [240].
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Figure 1V.13. Courbes d’écoulement des émulgels formulés a base de KC et KCRs
(EM1 - EM6) a0.75% (a) et 1% (b).
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Figure 1V.14. Courbes d’écoulement des émulgels formulés a base de KC et KC-OSAs a
0.75% (a) et 1% (b).

1VV.3.9.2. Propriétés viscoélastiques linéaires

L’ensemble des résultats obtenus (Figures. 1V.15 et 1V.16) indiquent que le module de
stockage G’ est toujours prédominant et supérieur au module de perte G’ dans la région
viscoélastique linéaire (RVL), pour tous les émulgels étudiés (EM1-EM10) [241] [219]. De
plus, il a été observé que le caractére viscoélastique augmente lorsque la concentration en
polymere augmente [242].
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Figure 1V.15. Variation des modules de stockage (G”) et de perte (G’”) en fonction du taux de
cisaillement des émulgels a base de KC et KCRs a 0.75% (a) et 1% (b).
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Figure 1V.16. Variation des modules de stockage (G”) et de perte (G’’) en fonction du taux de
cisaillement des émulgels a base de KC et KC-OSAs a 0.75% (a) et 1% (b).

1VV.3.9.3. Propriétés viscoélastiques dynamiques

Des tests de viscoélasticité en régime dynamique ont été effectués dans la région linéaire a
déformation constante de 1%. Les résultats sont représentés dans les figures IV.17 et 1\V18. Le
comportement élastique est dominant pour tous les émulgels. On remarque que les valeurs de
G’ et G’ augmentent en fonction de la concentration, ou ils présentent des valeurs maximales

a la concentration de 1 % (p/v) [243].
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Figure 1V.17. Variation des modules de stockage (G’) et de perte (G’”) de la déformation des
émulgels a base de KC et KCRs a 0.75% (a) et 1% (b) 1Hz et 25°C.
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Figure 1V.18. Variation des modules de stockage (G’) et de perte (G’”) de la déformation des
émulgels a base de KC et KC-OSAs a0.75% (a) et 1% (b) 1Hz et 25°C.

1VV.3.10. Test de libération in vitro

Au vu des profils de dissolution de la figure 1V.19, on remarque que les taux de principe actif
cumulés libérés augmentent en fonction du temps selon une fonction non linéaire [244],[245].
Lorsque le gel atteint son taux de gonflement maximal, on observe un ralentissement de
libération du principe actif au temps de saturation et donc la vitesse de libération tend a
devenir constante [246].

On constate que les taux de libération du DCL a partir des émulgels formulés diminuent avec
I’augmentation de la concentration en polymeére. Cependant, on remarque que les taux de
libération du DCL a partir des émulgels a base de KCRs, sont plus élevés en les comparants
aux taux de DCL libérés par les émulgels a base de KC-OSAs. On constate une libération plus
lente dans le temps a partir des émulgels a base KC-OSAs, cela indique des profils de
libération prolongée du DCL [189], [247].
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Figure 1V.19. Profils de libération du Diclofénac de sodium a partir des émulgels a base de
KCRs (EM3-EM6) et KC-OSAs (EM7-EM10).

Les valeurs des temps de libération du DCL (t10, t50 et t90) du principe actif a partir des
émulgels (Figure 1V.20) confirment la libération prolongée du principe actif DCL a partir de
I’émulgels a base de KC-OSAs, en comparant ces temps de libération aux valeurs obtenues
avec les émulgels a base de KCRs. Il a été vérifié également que les temps de libération du
DCL a partir des émulgels formulés augmentent avec ’augmentation de la concentration en

polymere [248].

[ )
Lh

[ T10%
I T50% Bz
I 190% T

[ ]
]

16,965

[
Lh

Temps de libération (h)

. ]

EM3 EM4 ENMS EM6 EM7T7 ENMS EMS EMI10O

Figure 1V.20. Taux de libération de 10 %, 50 % et 90 % du principe actif (Diclofénac de

sodium) a partir des émulgels.




Chapitre 1V: Formulation des émulgels stabilisés par KC et ses dérivés

Le mécanisme de la cinétique de libération du principe actif est analysé selon 1’équation

d’ordre zéro (Eq.(IV.1)) ; Higuchi (Eq.(1V.2)) et Korsmeyer-Peppas (Eq.(1V.3)).

Q:/Qw = ko.t (1V.1)
Q:/Qo = ky. t'/? (1v.2)
Q/Qw = k. t" (1V.3)

Ou Qi/Q. est la fraction du médicament libérée ; ko, kn, et k sont les constantes de la
cinétique de libération; n est I’exposant qui dépend du mécanisme de libération et de
gonflement. La valeur de n=0.5 indique une libération fickienne, si 0.5< n < 1.0 indique une
libération anormale non fickienne (présence des deux phénomeénes diffusion/relaxation), et
quand la valeur de n=1.0 indique le transport de case Il (relaxation, érosion) de libération du
principe actif.

Les résultats de ’ajustement des profils de dissolution des émulgels aux modeles d’ordre

zéro, d’Higuchi et de Korsmeyer-Peppas, sont résumés dans le Tableau 1V .4.

Tableau I1V.4. Ajustement des profils de dissolution aux modéles étudiés.

Modéles et Formulations
Parameétres EM3 EM4 EM5 EM6 EM7 EMS8 EM9 EM10
Ordre zéro
ko (h1) 5756 5.872 6.343 6416 4339 4.635 4.937 5.334
R? 0882 0.834 0791 0.755 0.992 0.978 0.962 0.924
Higuchi
kn (h/2) 19.494 20.066 20.781 21.117 16.268 17.031 17.683  18.651
R? 0945 0962 0971 0978 0.863 0.885 0.902 0.927

Korsmeyer-Peppas

k (h™) 14,700 13,040 17,090 16,110 7,645 6,101 11,170 8,972
n 0640 0680 0600 0620 0,820 0,880 0,720 0,780
R? 0998 0998 0998 0998 0999 0,999 0,999 0,999
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Dans le cas présent, le modéle de Korsmeyer-Peppas permet d’avoir des valeurs de R? plus
proche de I’unité (0.998-0.999), pour tous les émulgels étudi¢s. Quant au modele d’Huguchi
et le modele d’ordre zéro, les valeurs du coefficient de détermination sont inférieur a 0.998.
Ces résultats indiquent que le modele de Korsmeyer-Peppas est plus approprié pour
interpréter au mieux la cinétique de libération du DCL a partir des émulgels étudiés.

A cet effet, ’application du mod¢le Korsmeyer -Peppas sur 1’ensemble des résultats de
dissolution des gels a donné des valeurs de n comprises entre 0.60 et 0.88 (Tableau 1V.4).
Les valeurs de la constante k (Constante du modéle de Korsmeyer—Peppas) est plus
importante pour les émulgels gels a base des dérives KCRs, (EM3-EM6), alors qu’elle est
plus faible pour les émulgels contenant les dérives KC-OSAs (EM7-EM10). En comparant
les valeurs de n des émulgels a base a base des différents dérivés de KC étudiés, on remarque
que les valeurs de n augmentent avec 1’augmentation du degré de substitution des dérivés et
de la concentration des dérivés dans les emulgels, contrairement aux constantes k, qui
diminuent, ce qui démontre que la cinétique de libération du DCL est plus prolongée a partir
des émulgels (EM7 et EM8) a base des dérives KC-OSA MM [249],[246],[250].

I1V.3.11. Test de diffusion ex-vivo
D’aprés les courbes de diffusion, on remarque que la diffusion du DCL augmente avec le

temps jusqu'a atteindre des valeurs maximales.
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Figure 1V.21. Profils de diffusion du DCL a partir des émulgels.
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A partir des résultats expérimentaux obtenus lors des tests de diffusion, on calcule le

coefficient de diffusion (D), le coefficient de perméabilité (Kp) et le temps de latence (tr).

> Le coefficient de diffusion (D): Le coefficient de diffusion (D) exprime la mobilité
d’une substance a travers la couche de la membrane. Il est calculé¢ a partir de
I’équation (IV.4).

2
T
D=2
4C%t

(IV.4)

Ou D est le coefficient de diffusion [cmz/h], Q est la quantité de médicament libérée par unité
de surface [mg/cm?], C, est la concentration initiale du PA dans I’émulgel [mg/cm?], et t est le

temps écoulé depuis le début de I’expérience de libération [h].

» Le coefficient de perméabilité (Kp) : Le coefficient de perméabilité (Kp) exprime une
vitesse de perméation. Il permet d’établir le bilan d’une expérience d’absorption. Sa
valeur est influencée par des paramétres de formulation et des caractéristiques de la

membrane :
Kp= — (IV.5)

Ou Kp est le coefficient de perméabilité [cm/h], Co est la concentration initiale du PA dans la

forme galénique étudiées [mg/cm?], Jss est le flux a I’équilibre [mg/cmz.h].

> Le temps de latence ou le temps de rétention du perméat (tr) : La partie linéaire de la
de la droite de la cinétique d’absorption peut étre extrapolée a I’axe de temps. Cela
permet de déterminer le temps de rétention ou « lag-time », lequel selon la deuxiéme

loi de diffusion de Fick peut étre mathématiquement exprimé par :

2

_h*
tr=— (IV.6)

Ou tr est le temps de latence [h], D est le coefficient de diffusion [cm#/h] et, h I’épaisseur de la
membrane [cm].

Les résultats de 1’étude de la diffusion du DCL dans le milieu PBS (pH 7.4), a partir des
émulgels étudiés montrent des taux de diffusion qui augmentent avec le temps dans les

différentes formules étudiées s’étalant sur 24 heures (Figure IV.21).

Les résultats expérimentaux indiquent que plus le degré de substitution et la concentration en
polymeres augmentent plus que le coefficient de permeabilité augmente. En effet, la diffusion

du DCL a partir des émulgels a base de KC-OSAs est supérieure a celles de KCRs

(
| 102

'



Chapitre 1V: Formulation des émulgels stabilisés par KC et ses dérivés

[251],[252]. Cela peut étre d0 aux propriétés physico-chimiques du véhicule dans lequel le
principe actif est dissous et la nature hydrophobe du principe actif (DCL) [253],[254]. De
plus, la taille des gouttelettes huileuses peut avoir un effet marque sur la diffusion du principe
actif a travers la membrane [255], [256] [257]. De plus, il a été démontré que les formulation
ayant une plus petite taille des particules se caractérise par libération d’une plus grande
quantité du principe actif [258],[259].

Ceci est confirmé par les résultats obtenus, ou 1’émulgels EM7, stabilisés par le dérivé KC-
OSA MM, présentent les parametres de diffusion les plus importants, correspondant a un flux
Jss = (0.456 +0.012) mg/cm?.h et coefficient de perméabilité Kp = (0.06386 +0.0021) cm/h.
A TDinverse, le coefficient de diffusion (D) et le temps de latence augmentent avec
I’augmentation de la concentration et du degré de substitution des polymeres, indiquant une
libération prolongée des émulgels, sans aucun effet de libération précoce du principe actif, a
partir des émulgels. Finalement, il est claire que les émulgels étudiés présente d’excellente
propriétés de diffusion, permettant une mise a disposition prolongée du
PA au site d’action, sans aucune libération précoce et permettent une bonne

perméabilité et une diffusion importante du PA au cite d’action.
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Figure 1V.22. Résultats des paramétres de diffusion des émulgels.

1V.3.12. Contrdle de la qualité microbiologique
La présence d’un éventuel microorganisme se matérialise par 1’apparition, apres incubation a
une température et pendant une durée déterminées, d’un trouble du milieu de culture lié¢ a sa

multiplication, confirmé par comparaison avec un témoin négatif [162]. Aprés la période
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d’incubation, la lecture des résultats de dénombrement des germes aérobies viables totaux,
des levures et des moisissures a été effectuée par un comptage des colonies, alors que la
lecture des résultats de la recherche des germes spécifiques a été effectuée par I’observation a
I’ceil nu puis confirmée par des tests d’identification.

Au vu des résultats des ensemencements et aprés la lecture de boites incubées, on constate
que les émulgels etudiés sont conformes aux exigences établis par la pharmacopée

européenne[162]. Les résultats sont regroupés dans le tableau 1V.5.

Tableau I'V.5. Résultats des tests microbiologiques

Présences des

microorganismes EM1 EM2 EM3 EM4 EM5 EM6 EM7 EM8 EM9 EMI10 \ormes
[162]
(UFC.g-1)
DGAT 1 2 5 4 4 13 9 9 13 1 <100
DMLT 2 1 1 0 0 1 3 4 2 3 <10
Pseudomonas Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Absence
Aeruginosa

Les résultats du dénombrement des germes aérobies totaux (DGAT) dans les émulgels

montrent que la charge microbiologique des échantillons (Figure 1V.23) est inférieure a la

limite maximale (<100 UFC/g), selon les normes de la pharmacopée européenne [162].

Figure 1V.23. Dénombrement des germes aérobies totaux (DGAT) dans les émulgels.

Les résultats du déenombrement de ces microorganismes (DMLT) indiquent que les émulgels
avaient des résultats acceptables et conformes aux normes de la pharmacopée européenne
(Figure 1V.24) dont le maximum autorisé est de 10 UFC/g [162].
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Figure 1V.24. Dénombrement des moisissures et levures (DMLT) dans les émulgels.

La figure 1V.25 représente les résultats du repiquage sur un milieu cétrimide agar base (CAB)
incubé a 30 — 35 °C pendant 72 h pour les émulgels. Les résultats obtenus montrent 1’absence
totale de Pseudomonas Aeruginosa dans tous les émulgels, ce qui est conforme a la

pharmacopée européenne[162].

Figure 1V.25. Aspect macroscopique de 1’absence des colonies de Pseudomonas Aeruginosa sur le

milieu cétrimide agar base (CAB).

La qualité microbiologique satisfaisante des émulgels sans 1’utilisation de conservateur (agent
antimicrobien), est liée a la présence de I’huile de nigelle qui posséde une activité
antimicrobienne prouvé [260]. Cette propriété de I’huile de Nigelle empéche la croissance des

microorganismes [165],[166].
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IV.4. CONCLUSION

La formulation et I’évaluation des propriétés physico-chimiques et biopharmaceutiques des
émulgels contenant le principe actif Diclofénac de sodium (DCL), stabilisées par le kappa
carraghénane et ses dérivés hydrophobiquement modifiés (KCRs et KC-OSAS) a été réalisee.
Les émulgels a base de KCRs (EM3-EMS6) et les émulgels a base de KC-OSAs (EM7-EM10)
forment des systemes monodispersés et montre une stabilité a long terme.

L’ajustement des profils de dissolution du PA a partir des émulgels a base des dérivés du KC
a présenté des caractéristiques d’une libération prolongée, avec un mécanisme de libération
régit par les phénomenes de diffusion et de relaxation. L’étude de diffusion a montré que
I’émulgel EMS8 formulée a base de KC-OSA MM assure une meilleure diffusion du principe
actif, sur une période de 24h. De plus, les émulgels ont montré une qualité microbiologique
satisfaisante, sans 1’utilisation d’un agent antimicrobien. Cette qualité est liée a la présence de
I’huile de nigelle qui offre une activité antimicrobienne avérée. Enfin, d’apres les résultats de
tous les controles effectués sur les émulgels, en 1’occurrence, analyses physico-chimiques,
biopharmaceutiques et microbiologique, on peut conclure que les dérivés de KC
hydrophobiquement modifiee semblent étre des excipients de choix pour la formulation, la

stabilisation et la libération prolongée du DCL.

(
| 106

'



Conclusion genérale

Mt ettt d s

S

2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
z

p

Z
/4
/4
/4
/4
/4
/4
Z
Z
Z
Z
Z
Z
/4
/4

4

7
/g

S SS S SssssssssSsSsssSs



Conclusion générale

Conclusion générale

L’étude des systémes dispersés a base de polysaccharides sur le plan physicochimique reste
une tache difficile pour les chercheurs. En effet, cette difficulté est inhérente a la mise en
évidence des interactions inter et intra moléculaires qui conditionne le sort du systeme en
matiere de stabilité et de fagcon générale de son comportement de phase. La présente these
avait pour objectif de développer et de caractériser des dérivés du kappa carraghénane,
obtenus par deux modifications chimiques hydrophobes. Ces modifications ont conférées aux
dérivés de nouvelles propriétés physico-chimiques reliées a leur propriété de s’adsorber aux
interfaces eau-huile. Les propriétés amphiphiles de ces dérivés ont été mises a profit pour
développer de nouveaux excipients pharmaceutiques, afin d’étre utilisés comme véhicule pour

la mise en forme d’un principe actif liposoluble par voie dermique sous forme d’émulgel.

La partie expérimentale dédiée a ce travail est subdivisée en deux parties. Une premiere partie
a été dédiée a la modification chimique du kappa carraghénane en vue de lui conférer une
activit¢ de surface permettant de stabiliser les émulions de type H / E. Il s’agit de la
substitution des fonctions hydroxyles du kappa carraghénane (KC) par des groupements
hydrophobes, en utilisant deux réactions : une éthérification a I’aide du chlorooctane (CO) et
une estérification a I’aide du 2-Octen-1-ylsuccinic anhydre (OSA). Lors des réactions de
modification, deux types de chauffage ont éte utilisés, le chauffage conventionnel (CM) et le
chauffage par micro-ondes (MM). Les dérivés développés (KCRs et KC-OSAs) ont été
soumis a une série de tests de caractérisation physico-chimiques et rhéologiques. L’analyse
FTIR et 'H-RMN ont démontré que les groupes hydrophobes étaient greffés sur le squelette
de KC natif. Les dérivés obtenus par micro-ondes ont présenté un degré de substitution (DS)
plus élevé (DS=0.77 pour KCR MM et DS=0.85 pour KC-OSA MM) que les dérivés obtenus
par la méthode conventionnelle (DS=0.45 pour KCR CM et DS=0.62 pour KC-OSA CM).

Les résultats de la caractérisation physico-chimique démontrent que les réactions de
modifications hydrophobes, soit par micro-ondes, ou par chauffage conventionnel n’altérent
aucunement les propriétés morphologiques, thermiques ou le comportement rhéologique des
dérivés de KC (KCRs et KC-OSAs). L’analyse rhéologique a révélé le caractére
rhéofluidifiants et pseudoplastiques des solutions de KC et ses dérivés. Le caractére
amphiphile des dérivés a été confirmé par l'analyse de la concentration critique d'agrégation
(CACQC), qui est inversement proportionnelle au DS des dérivés de KC. Ainsi, les valeurs des
CAC trouvées étaient égales a 0,08 % (p/v) pour KC-OSA MM et 0.13% (p/v) pour KCR
MM. Alors que la CAC a atteint 0,12 % (p/v) pour KC-OSA CM et 0.15% (p/v) pour KCR
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CM. A cet effet, il a été conclu que les dérivés hautement substitués présentent un caractere
amphiphile plus prononcé et par conséquent un meilleur pouvoir émulsifiant et stabilisant des

systémes dispersés, en I’occurrence des émulsions directe H/E.

Une deuxiéme partie a été consacrée a la formulation d’émulgels contenant le Diclofénac de
sodium (DCL) comme principe actif, formulés et stabilis¢ a 1’aide de KC et ses dérivés
(KCRs et KC-OSAs). Les résultats de la caractérisation physico-chimique des émulgels
étudiés ont montré que les formulations a base des dérivés (KCR MM et KC-OSA MM)
présentent une meilleure stabilité pendant six mois. En effet, ces émulgels sont restés stables
et ont conservés une microstructure homogene. Une étude biopharmaceutique portant sur
I’évaluation de la cinétique de libération et de diffusion du principe actif a été réalisée.
L’étude de la cinétique de libération a montré que les émulgels a base de KC-OSA MM
permettent une libération prolongée du principe actif en comparaison avec les émulgels a base
de KCRs.

Ainsi, il a été vérifié que la modification hydrophobe du KC a permis I’obtention de plusieurs
dérivés dont les propriétes physicochimiques, rhéologiques et biopharmaceutiques ont été
soigneusement évaluées afin de rendre leurs utilisation comme excipients pharmaceutiques
possible. En effet, les dérivés KCRs et KC-OSAs offrent de nouvelles propriétés permettant
une large utilisation selon I’objectif du galéniste dans un éventail de formulations

pharmaceutiques selon les besoins attendus, spécialement dans les formes dispersees.

Plusieurs perspectives peuvent étre proposees pour la poursuite de ce travail de recherche, tel

que :

e La modification du KC par d’autres méthodes de synthese afin d’améliorer ses propriétés.

e Une étude rhéologique plus approfondie en vue de déterminer le comportement des
dérivés en fonction de facteurs physiques ou chimiques tels que : la température ou la
concentration en sels.

e Une étude rhéologique approfondie et des mesures de zétamétrie sur les émulgels
développés afin de mieux analyser leur structure ainsi que le mécanisme de stabilisation.

e Une ¢étude de I’effet stabilisant des dérivés avec d’autres polysaccharides ou protéines.

e Le développement de nouveaux systemes a base des dérivés pour la libération d’autres

principes actifs.
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