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Résumé

L’Obijectif initial de notre travail était de préparer et de caractériser les microspheéres
d’alginate chargées d’un principe actif en utilisant la technique d’émulsification/gélification
interne et ceci par la méthode de TAGUCHI.

En effet, et a cause de 1’épidémie du Corona virus, cet objectif a ét¢ changé d’une part vers
une ¢étude théorique approfondie détaillant la méthode d’émulsification/gélification interne.
D’autre part, le traitement d’un travail de recherche visant a encapsuler le diclofénac de
sodium dans des microspheres d’alginate a été mis en évidence. Les résultats obtenus ont
montré que la méthode concgue est primordiale pour atteindre les caractéristiques de celles-ci,
telles que les propriétés physico-chimiques et biopharmaceutiques. Par consequent,
I’influence des parameétres dont dépend la formulation tels que : la vitesse d’agitation, le
rapport molaire principe actif/alginate de sodium et la concentration d’émulsifiant, sur la
distribution des tailles des microspheres, le rendement et 1’efficacité d’encapsulation ainsi que
la libération de diclofénac de sodium a éte évalué.

Mots clés: Alginate, Diclofénac sodique, Emulsification, Gélification interne,

Microencapsulation, Microspheére.



Abstract

The initial objective of our work was to prepare and characterize the alginate microspheres
charged with an active ingredient using the emulsification / internal gelation technique and
this by TAGUCHI method.

Indeed, and because of the pandemic of the Corona virus, this objective has been changed on
the one hand to an in depth theoretical study detailing the emulsification / internal gelation
method. On the other hand, the treatment of a research work aimed at encapsulating
diclofenac sodium in alginate microspheres has been demonstrated..

The obtained results have shown that the method designed is essential to achieve the

characteristics of these, such as physico-chemicals and biopharmaceuticals properties.

Consequently, the influence of the parameters on which the formulation depends such as: the
emulsifier concentration, the stirring speed and the proportion of the aqueous phase and those
on which the process depends, namely: the alginate concentration, the Calcium / Alginate
mass ratio and the emulsifier concentration, on the size distribution of the microspheres, the

encapsulation efficiency and the diclofenac sodium release was evaluated.

Key words : Alginate, diclofenac sodium , emulsification , Internalgelation, Active
ingredient, Microencapsulation, Microsphere.
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Introduction générale

L'objectif de I'industrie pharmaceutique est I'amélioration des propriétés des médicaments, ce
qui reflete I'importance de ces derniers pour la santé publique. Il est & noter que le
développement et la création de nouvelles préparations médicamenteuses, dépendent de
plusieurs paramétres y compris les propriétés du principe actif, cette molécule doit - par
conséquent- conserver ses propriétés thérapeutiques pendant la cascade : depuis la mise du

point jusqu' & la cible [1].

Les biopolymeéres sont des polyméres issus exclusivement d’organismes vivants ou de
polymeres synthétises & partir de ressources renouvelables [2], Les polysaccharides
représentent la plus grande famille de matériaux utilisés comme agents d’encapsulation, on
peut citer 1’alginate, 1’agar, la pectine ou encore le chitosane et le kappa-carrageenan [3],
grace a leurs diverses propriétés telles que leur biocompatibilité et biodégradabilité ainsi que

leur faible toxicité et leur pouvoir gélifiant.

La microencapsulation est une technologie d’enrobage de petites particules de solides
finement broyés, de gouttelettes de liquide ou de composés gazeux, a I’aide d’un systéme
membranaire ou matriciel protecteurs. La microcapsule (ou la microsphére) permet de
préserver la substance encapsulée sous la forme d’un état finement divisé, et de la relarguer
dans les conditions souhaitées. L’encapsulation d’un liquide permet de convertir ce liquide
sous la forme d’une poudre solide, tout en préservant sa réactivité a I’état liquide. De ce fait,
I’encapsulation facilite la manipulation de réactifs liquides, et permet de ne démarrer la

réaction chimique visée que quand la capsule est rompue [4]

Les buts de I’encapsulation peuvent étre multiples : Elle permet d’immobiliser le principe
actif, de le protéger du milieu extérieur, masquer une odeur ou bien encore permettre de
contréler, de déclencher et/ou de cibler sa libération [5].La microencapsulation applique dans
de nombreux autres domaines tels que I’agroalimentaire, les cosmétiques ou bien encore les
catalyseurs. Selon les propriétés d’usages recherchées des microparticules, les techniques
d’obtention peuvent varier. Les avantages de la microencapsulation sont sa grande efficacité
d’action, son action longue durée, sa commodité d’utilisation, sa réactivité retardée, la
protection du principe actif, la transformation de 1’aspect de la substance (passage de 1’¢état
liquide a 1’état solide), la possibilité de transporter un agent thérapeutique de fagon sélective

sur un site donné sans oublier le faible colt du procédé.



Introduction générale

Le développement d'un procédé d'encapsulation requiert une certaine démarche qui consiste a
choisir un type de procédé, définir les matieres premiéres utilisables, étudier leur formulation

et le procédé d’encapsulation.

Les choix du procédé et de la formulation déterminent les caractéristiques finales de
microparticules [6]. De ce fait I’encapsulation en utilisant a la fois I’émulsification suivie de
la gélification des gouttes conduit a la formation des particules de taille inférieures a 100 pum,
ce procédé s’utilise pour la mise en systémes vecteurs de biomolécules, microorganismes et

des principes actifs.

En effet, au début de la présente étude, nous avons ciblé un double objectif, le premier
consiste a préparer des microparticules contenant le diclofénc sodique par application de la
méthode d’émulsification/gélification interne et le deuxiéme vise en la caractérisation
physico-chimique et biopharmaceutique des particules obtenues. Cependant et vue de la
pandémie du Corona virus (Covid 19), notre objectif a été dévié vers une étude
bibliographique s’articulant principalement vers la synthése des principaux travaux faisant

I’objet a appliquer la méthode d’encapsulation en question pour différentes maticres actives.

Par conséquent, la présentation de notre mémoire s’organise en quatre chapitres distincts

traités comme suit :

Le premier chapitre sera consacré a la présentation, de la microencapsulation leurs objectifs,
les modes de préparation des microparticules, leurs caractéristiques et les différents domaines

d’application ;

Le second chapitre présente des généralités sur les biopolymeres y compris les
polysaccharides, leur classification et les différents domaines de leurs applications. Ce
chapitre souligne aussi les différentes propriétés de 1’alginate de sodium et du chitosane ainsi

que les principales applications de ces deux biopolymeres ;

Le troisiéme chapitre vise d’une part a mettre en apercu la mise en détail du procéde
d’émulsification/gélification interne et d’autre il présente un recueil porté sur la préparation,
I’optimisation et la caractérisation des microspheres d'alginate chargé de diclofénac sodique
part.

En ce qui concerne le quatrieme chapitre, il détaille le principal matériel utilisé ainsi que les

différentes méthodes visant d’étre appliqués au cours de 1’étude.
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Enfin, notre mémoire se termine par une conclusion genérale, avec quelques perspectives

pouvant étre réalisées a venir.
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Chapitre | La microencapsulation

1.1. Introduction

La microencapsulation a donné la naissance a de nombreux produits commerciaux. La
microencapsulation regroupe 1’ensemble des technologies qui permettent la préparation de
microparticules individualisées, constituées d’un matériau enrobant contenant une matiére
active [7]. La terminologie microparticules concerne des entités dont le diameétre est compris
entre 1 et 1000 um. Le terme nanoparticules est réservé aux particules dont la taille est

inférieure au micron.

Cependant, la substance encapsulée peut se présenter sous la forme de fines particules de

solide divis¢, d’un liquide, ou encore d’un composé gazeux [8].

En effet, la microencapsulation est une technologie d’enrobage de petites particules de solides
finement broyés, de gouttelettes de liquide ou de composés gazeux, a I’aide de membrane
protectrices. La microcapsule permet de préserver la substance encapsulée sous la forme d’un
¢tat finement divisé, et de la relarguer dans les conditions souhaitées. L encapsulation d’un
liquide permet de convertir ce liquide sous la forme d’une poudre solide, tout en préservant sa
réactivité a 1’état liquide. De ce fait, I’encapsulation facilite la manipulation de réactifs

liquides, et permet de ne démarrer la réaction chimique visée que quand la capsule est rompue

[4].

Le fait d’encapsuler une substance permet d’augmenter sa densité, ou encore de la diminuer
en incluant de I’air dans la capsule. Un solide dense peut ainsi étre converti en un produit

flottant dans 1’eau.

L’encapsulation présente ¢galement un intérét particulier pour les différentes problématiques
liées au stockage de certaines substances. En effet, le temps de stockage d’un composé volatil
peut étre augmenté de maniére significative grace a I’encapsulation. Les microparticules
peuvent également protéger une substance des effets des rayons ultra-violets, de I’humidité,
ou encore de I’oxygene. Des réactions chimiques non souhaitées entre deux especes peuvent
étre évitées en separant physiquement les deux especes par encapsulation. Enfin, des poudres
finement divisées peuvent é&tre encapsulées afin d’éviter d’éventuels problemes

d’agglomération.

I~



Chapitre | La microencapsulation

1.2. Généralités
1.2.1.Définition

La microencapsulation est le processus qui permet I’emprisonnement de principes actifs et
dans lequel les petites gouttelettes ou particules du matériel liquide ou solide sont entourées
ou enduites par un film continu de matériau polymére. L'encapsulation combine deux
disciplines de maniere intime : la formulation et le génie des procedés. Elle résulte donc de la
préparation de particules individualisées constituées d’un matériau enrobant contenant un
principe actif. La matrice enrobant représente une barriére permettant la protection du

principe actif ainsi que le controle de sa libération [9].

La premicre application basée sur la technologie de I’encapsulation a été commercialisée dans
le domaine de I’imprimerie. Il s’agit du papier carbone sans carbone sous I’effet d’une faible
pression [10]. Ce produit contient des microparticules de colorant réalisées par coacervation
complexe entre la gélatine et la gomme arabique qui se brisent sous I’effet de la pression
d’une téte d’imprimante ou d’un stylo. Puis la technologie de la microencapsulation fut
utilisée dans le domaine pharmaceutique ainsi que pour d’autres applications industrielles

telles que les colles [11].
1.2.2. Objectifs et domaines d’application

La technique d’encapsulation permet d’immobiliser le principe actif, de le protéger du milieu

extérieur, de controler et cibler sa libération ou encore de le structurer [12].

a. Immobilisation : elle a pour objectif de limiter le contact entre certaines parties d’un
systeme [13]. En effet, leur confinement dans une membrane semi-perméable permet
d’obtenir une activité optimale de par une isolation physique du milieu extérieur tout en
maintenant un environnement interne. En effet, ce produit contient des bactéries encapsulées
par des polymeres naturels afin d’améliorer la survie bactérienne au cours de 1’¢laboration de
I’aliment et pendant la période de conservation. En outre, I’isolation apportée par
I’encapsulation est trés souvent utilisée pour des bactéries, enzymes, hormones et catalyseurs
[14].

b. Protection :De nombreux composés actifs sont fragiles et doivent étre protéges du milieu

extérieur. L’encapsulation permet leur protection vis-a-vis des contraintes appliquées. Les
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vitamines E et C sont trés souvent encapsulées car elles sont sensibles a la degradation par

contact avec la lumiére, la chaleur ou encore I’oxygéne [15,16].

L’activité protectrice apportée par 1’encapsulation est également utilisée dans le domaine
médical. Par exemple, I’encapsulation de bactéries probiotiques, avec de I’alginate et du
chitosane notamment, apporte une protection vis-a-vis des conditions gastro-intestinales et

donc permet une libération de cellules bactériennes viables dans le colon [17].

c. Vectorisation :La vectorisation par 1’encapsulation permet de cibler I’action du principe
actif. Par exemple, I’amélioration de la pénétration cutanée au travers du derme ou de
I’épiderme peut étre atteinte grace a 1’encapsulation. Il est possible de citer les travaux de
Bourgeois et al., 2010 [18] qui ont démontré une pénétration deux fois plus importante égale a
22,6% grace a lutilisation de particules contre 9,99% obtenues avec la caféine non
encapsulée. Pour ce qui est du domaine meédical, on cite I’encapsulation de 1’acide 5-
aminosalicylique avec des endurait RL et RS qui a permet d’assurer une libération dans le

colon par dissolution des matrices polymériques a pH=6,5 [19]

La vectorisation apportée par I’encapsulation est ¢galement utilisée pour masquer le gott de
certains actifs qui ne seront pas libérés dans la cavité buccale mais dans le systeme digestif
comme 1’huile de poisson, I’huile d’ail et I’ibuproféne qui est également encapsulé a cause de

son godt amer [20-21].

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

initialement liquide au sein d’une poudre [22,23].

Par ailleurs, la microencapsulation est actuellement trés développée pour de nombreuses
applications : médicale et pharmaceutique, agro-alimentaire, préparation des produits
phytosanitaires et autres. La figure I-1 presente les domaines d'application de la

microencapsulation.
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Figure 1.1. Représentation schématique des différents domaines d’application de la

microencapsulation [4]
1.3. Caractérisation des microparticules
1.3.1. Classification

Le type de particules obtenues par microencapsulation dépend des propriétés physico-
chimiques de la matiere active et de la matiére enrobant, de leurs compositions et de la
technique utilisée. Les microparticules peuvent se présenter sous deux structures : la structure

réservoir (microcapsule) et la structure matricielle (microsphére), (figure 1.2) [24]

a. La microcapsule : c’est une particule réservoir constituée d'un ceeur (noyau) de maticre

active liquide ou solide entouré d'une enveloppe solide continue de matériau enrobant ;
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b. La microsphere : c’est constituée d'un réseau macromoléculaire continu formant une
matrice dans laquelle la matiere active est dissoute ou finement dispersée, a I'état de fines
particules solides ou encore-de gouttelettes liquides.

Membrane Réseau polymaére

Matiére active encapsuldédae Matiére active
(cristal, solution, émulsion,..) disporsdo
(@) microcapsule () milcrosphére
SYSTOMe roservoir systome matriciel

Figure 1.2.Types de microparticules[24]
1.3.2. Composition

Les particules obtenues par encapsulation sont constituées principalement d’une matiére
active (a encapsuler) et d’un matériau dans lequel cette matiére est chargée, d’autres
constituants peuvent étres ainsi additionnés afin d’améliorer les propriétés du systéme et/ou

de lui apporter certaines fonctionnalités. [24]

a. Molécules a encapsuler : sont d’origine trés variée, vue 1’encapsulation intervient dans
quasi-totalité des domaines tant de recherche qu’industriel. Selon 1’objectif de 1’utilisation, la
nature de I’actif(s) et le type de la particule, une variété d’ingrédients peuvent étre isoles et

immobiliser [22].

b. Les matériaux enrobant : ils sont de nature polymérique dont le choix adéquat du support
utilisé dans les procédés de microencapsulation est primordial que ce soit pour la forme orale
ou dermique, & cause de -son effet sur les propriétés d’encapsulation voire le profil de
libération du principe actif et sur la stabilité des microparticules.

Les polyméres d’encapsulation sont d’origine synthétique ou naturelle, ils doivent satisfaire
aux exigences suivantes [23]:

-Inertes vis-a-vis la matiére active, dont il peut dans certains cas former des liaisons physique
et chimique avec la molécule a encapsuler.

-Présentent une forme facile a manipuler.

-Capacité de maintenir la matiére active dans le cceur de la particule qui est revétue par la
membrane du polymere, ou étre dispersée d’une maniere homogeéne dans la matrice

polymérique.
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-Capacité d’assurer une protection maximale de la mati¢re active contre les conditions
environnementales.

-Assurer les bonnes propriétés d’émulsification.

c. Autres additifs : le ciblage des additifs utilisés dépende principalement de la nature de la
molécule a encapsuler, et du procédé d’encapsulation utilisé. Parmi les additifs les plus
souvent utilisés : les agents tensioactifs, les agents antimicrobiens et les agents réticulant.
Dans le cas de I'utilisation d’un principe actif hydrophobe, la stabilisation de 1’émulsion, qui
précede I’étape de microencapsulation, est assurée par la présence d’un agent tensioactif (les
oléates de sorbitane et les polysorbates). Ces tensioactifs sont ajoutés dans les préparations
liquides en faible quantité (de 0,5 % a 5 %). [25]

1.3.3. Caractérisation

a. Taille : le terme microparticule est utilisé pour les systemes sphériques ayant un diameétre
compris entre 1 um et 1000 um, et dans certaines références cette intervalle est réduit jusqu’a
un diametre maximum de 500 um [26].
La quantification des dimensions des microparticules est basée sur utilisation des méthodes
tels que [27]:

e Diffraction Laser (& sec ou en solution) : de 1um a plusieurs millimetres ;

e Diffusion dynamique de la lumiére /potentiel zéta : de Imma 1 um

b. Structure interne et externe : cette caractérisation permet de différencier entre les
morphologies superficielles et en profondeur des particules produites, donc entre les systemes
matriciel et réservoirs (voir figure 1.3). Cette distinction est garantie par microscopie

électronique a balayage et a transmission [27].

Figure.1.3. Morphologie de microcapsules (a) et de microsphéres (b) obtenue par MEB

[7].
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c. Quantification de [’actif encapsulé : Du fait de leur structuration, la teneur en principe
actif encapsulé peut étre trés élevée dans les microcapsules, il varie de 85 a 90 % (rapport
massique). Celles rencontrées dans les microsphéres sont plus faibles, elles sont de I'ordre de
20 a 35 %.

Cependant, la quantification du principe actif au sein d’une préparation encapsulée, est
caractérisée par plusieurs grandeurs, il s’agitdu rendement d’encapsulation, le taux
d’encapsulation et I’efficacit¢ d’encapsulation. Ces grandeurs sont données par les

expressions suivantes [27] :

M microsphéres obtenues 9) 100 (l . 1)

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

Taux d'encapsulation(TE) = —LrAintroduit (9) 10 (1.2)

Mumicroparticule(9)

Efficacité d'encapsulation(EE) = M paencapsuté (9) 4 (1.3)

Mp4 introduit(9)

Ces parameétres d’encapsulation dépendent principalement du procédé impliqués dans
I’encapsulation, des réactifs mis en formulation et par conséquents des propriétés des
microparticules obtenues. Dans ce cas, ces dernieres concernent la membrane d’une
microcapsule ou la matrice d’une microsphére qui sont caractérisées par:

- La forme.

- la taille et la distribution de taille.
- La porosite.

- Le degré de gonflement.

- Le potentiel zéta.

- La mouillabilité.

- La tortuosité des pores.

Ainsi, les principaux parametres qui gérent les propriétés de ces systemes sont :
- Les paramétres extérieurs : le pH, la température, I"humidité.
- La solubilité, la température d’ébullition et fusion.
- Les paramétres intrinseques a membrane : la cristallinit¢é et la porosité de

membrane, la structure chimique de polymere, la masse molaire.

d. Cinétique de libération : en fonction de la microstructure interne des microparticules
contenant une substance active, ces systéemes peuvent assurer la libération de cette derniére
soit immédiatement en atteignant un pic sérique élevé ou progressive selon une cinétique bien

déterminée.

- Systéme a libération provoquée : il s’agit des capsules possédant une membrane de faible

perméabilité dont le contenu est libéré brutalement par rupture ou éclatement de. La rupture
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est déclenchée par une variation de température, de pH, une dégradation enzymatique de la

membrane ou une pression mécanique ou osmotique

- Systéme a libération contr6lée ou prolongée (modifiée) : dans lesquels le principe actif est
libéré par diffusion a travers une membrane ou une matrice perméable qui se dégrade ou se

dissout au cours du temps par érosion ou gonflement
1.4. Procédés de microencapsulation

Nous distinguons, comme le résume la figure 1.4 :
1.4.1. Procédés physico-chimiques

lIs sont basés sur la maitrise de paramétre tel que la solubilité et la précipitation des
polyméres en fonction de 1’ajout d’un non-solvant, du pH ou de la température mais aussi sur

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

IIs sont basés sur la formation in situ du matériau enrobant par polycondensation,
polymérisation radicalaire, ou polymérisation anionique d’unités monomeres. De ce fait, ils se
distinguent des méthodes physico-chimiques et mécaniques qui utilisent des matériaux

enrobant préformés (polymeres, lipides).

Procédés de microencapsulation

Chimiques Physico-chimiques Mécaniques
. 41 g Gélification ou
Polyscondensation Geélification o selil
)i/nterfaciale thermique conggélation des gouttes
Polvmérisati Evaporation/ - Enrobage en lit fluidisé

|| olymérisation :

T extraction de solvant .

B Extrusion
Polymérisation radicalaire Coacervation simple

T ou anionique ou complexe % Nébulisation/séchage

Par fluide supercritique

Figure 1.4.Principaux procédés d’encapsulation. [28]

La taille des microparticules obtenues en appliquant les différentes techniques de

microencapsulation sont classées dans le tableau I.1.
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Tableau 1.1.Types et taille des microparticules obtenues par différentes techniques de

microencapsulation [4]

Procédé Technique Type et taille
Coacervation (simple ou | Microsphére et microcapsule
complexe) (2-1200 pm)

Procédés physico- Egzgfcgﬂfn /extraction Microspheére (0.5 — 200 pum)
chimiques e : : _
Gélification thermique Microsphére (30-300 pm)
Polycondensation Microcapsule (2 — 2000 pum)
interfaciale
Procedes Polymérisation Microcapsule (2 — 2000 pm)
chimiques interfaciale
Polymérisation Microsphére (0.5-1000 pum)
radicalaire ou anionique
Sur la technologie fluide Microcapsule et liposome
supercritique (1 —-200 um)
Nébulisation/séchage Microsphére (1 — 200 pum)
Rrocédés Gélification ou Microsphére (200-800um)
mecaniques congélation des gouttes
Enrobage en lit fluidisé | Microcapsule (35 — 5000 pm)
Extrusion Microsphere (> 200 pum)

1.4.3. Procédés mécaniques

IIs mettent en ceuvre des techniques de pulvérisation, de formation de gouttes ou de

gouttelettes et d’extrusion.

a. Procédé de nébulisation/séchage

Le procédé de nébulisation/séchage est un procédé continu en une seule étape qui permet de
transformer une formulation liquide initiale en une forme microparticulaire seche. La

formulation liquide initiale peut étre constituée :

-Soit d'une solution de matiére active et de matériau enrobant.

-Soit d'une dispersion de particules solides de matiere active dans une solution ou une
émulsion de matériau enrobant.

-Soit encore d'une émulsion de matiere active dans une solution de matériau enrobant.

Ce procédé comprend les quatre étapes séquentielles suivantes :
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1. Nébulisation de la formulation liquide initiale pour former un aérosol.

2. Mise en contact de I'aérosol avec un flux d‘air, porté a une température contrélée.
3. Séchage rapide de I'aérosol pour former des microparticules solides.

4. Separation de la poudre de microparticules et de I'air contenant le solvant vaporisé.

b. Gélification ou Congélation de gouttes

La gelification de goutte est réalisée a partir d’une solution, dispersion ou émulsion de
principe actif dans une solution aqueuse de polymeres. Ces polyméres doivent étre capables
de former des gels par changement d’un paramétre physique (température) ou chimique

(concentration ionique, pH, etc.).

La congélation de gouttes consiste en la solubilisation ou la dispersion du principe actif dans
un matériau enrobant a I’état fondu.

L'addition d'un émulsifiant favorise la formation et stabilité de I'émulsion. Sa nature et sa
concentration influencent la distribution de la taille des gouttelettes. Par conséquent, lorsque
la gélification induite est par voie ionique, I'alginate forme une matrice piégeant le composant
actif a l'intérieur [29].

- Gélification interne : Elle consiste en ’addition d’un sel insoluble ou partiellement soluble
de calcium a l'intérieur des gouttelettes de I'émulsion eau dans huile. Quand le pH diminue les
ions et Ca*? sont libérés et la gélification se produit[30].

- Gélification externe : La gélification externe consiste a émulsifier une solution aqueuse
d'alginate-matiére active dans une phase continue non aqueuse, en ajoutant plus tard au milieu
une solution de CaCl,pour induire la gélification des gouttelettes et favoriser la séparation des
microspheres [31]. La Figure L.5. lllustre le principe des deux modes de gélification.

a) b) Emulsion :
-Matiere active Alginate
- Huile + Tensio-actif
% Solution aqueuse: |

lz,l, alginate+sel de Ca insoluble

9

+ matiére active P
'/ ﬂ /" Huile-acide 5
‘ 0

A e Add particules daiginate

! : chargées *
i \/ W Cat
: Ca**y ,_\1;;;{;141:;\‘ Huile # o Ny
l ‘| Hude | i;x(l‘mI:‘lbI: e
pH H /A

i ‘f“/"\\ P Solton

‘ Add Hule  Add de CaCl v ! / . \ - Mbu[:rosphéres
X Nar Lol  Obtenues
Phase organique: " &5
Huile+TA

Figure 1.5. Modes d’émulsion/gélification : a)- Geélification interne [30] ; b)- gélification

externe [31].
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I.5. Libération modifiée
1.5.1. Concept de la libération modifiée

La libération modifiée nommée aussi ciblée prolongée ou contrblée, est la libération d’un
principe actif de son systéme galénique d’une maniére prolongée et progressive dans le temps

une fois il se trouve en contact avec les milieux physiologiques.

Dans le méme contexte, un systeme de libération modifiée, désigne la délivrance de la bonne
quantité d’un principe actif au bon endroit et au bon moment.
L’¢laboration des systémes a libération modifiée est essentiellement basée sur deux

principes :

> La vitesse de libération de principe actif a partir de la forme galénique cette étape basée
a I’absorption et la dissolution, qui dépendent de la voie et du mode d’administration.
> La durée de libération est étalée dans le temps, tout en maintenant la concentration
sérique du principe actif, incluse dans sa marge thérapeutique, sur une longue période et avec
une seule administration.

1.5.2. Mécanisme de la libération modifiée d’une substance active

La libération d’un principe encapsulé par diffusion est le mécanisme le plus répandu parmi les
systtmes a libération prolongée et controlée. La libération prolongée d’un PA est
essentiellement obtenue par des mécanismes de dissolution, de diffusion, ou par association
de ceux-ci [32]

Ainsi, les profils de libération par diffusion passive a travers la membrane ou la matrice
polymere (loi de Fick) peuvent étre différents (figure 1.11). Ceux-ci, sont gouvernés par les
propriétés physico-chimiques du systeme.

Pour les systémes membranaires, les cinétiques de libération obtenues sont d’ordre 0 ou
d’ordre 1 (profils A et D) selon la solubilit¢ de la matiere active dans 1’eau. La cinétique
d’ordre 0 peut étre modifiée au début de la libération par deux phénomenes :

- Effet de burat qui, di a la présence d’un exces de PA dans la membrane, ce qui augmente la
vitesse de libération aux temps courts (profil B).

- Temps de latence : qui correspond au temps qui précéde la libération, c’est le temps
nécessaire pour que le PA diffuse a travers la membrane avant d’atteindre le milieu extérieur
(profil C).

Pour les systemes matriciels, la cinétique de diffusion du PA obeit généralement a la loi
d’Higuchi (profil E).
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Poucentage de PA libéré (%)

10

Temps de libération (semaine)

Figure 1.6. Profils de libération obtenus a partir de microparticules, (A, D) : microcapsule,
(B) : microcapsule avec effet Brust, (C) : microcapsule avec temps de latence et (E) :

microsphéere [33]
1.5.3. Modeles théoriques de la libération modifiée

La libération du principe actif généralement est régit par trois mécanismes : la nature et la
concentration du PA, les propriétés structurales du polymere telles que le taux de gonflement
et la vitesse de gélification ainsi que son comportement dans les fluides physiologiques.

Les principaux modeéles de la libération modifiée obéissent aux lois tels que, [7, 34]

a. Diffusion de Fick

Les modeles d’ordre 0 et 1 représentent les meilleurs profils de la cinétique de libération du
PA en fonction du temps (équations 1.4 et 1.5 respectivement). La diffusion de Fick est basée
sur la migration du PA a travers les chaines macromoléculaires du polymeére da a I’existence

d’un gradient de concentration entre la matrice et le milieu extérieur.

Ce My

= =kt (1.4)
C M —

= = (1me™) (3)

b. Modeles de diffusion non Fickiens

La libération prolongée est une diffusion par transport, ou le PA s’hydrate puis passe a travers
les micropores des chaines polymériques préalablement gonflées par effet du solvant, et enfin

diffuse vers le milieu extérieur.
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C. Modéle d’Higuchi

Ce modele décrit la libération des PA solubles et peu solubles incorporés dans les systemes
matriciels. L’équation du modéle s’écrire globalement comme suit :

Ce _Me_ Ky t1/2 (|.6)

Cop My
d. Modele de Welbull

L’écart du profil de libération du modeéle de Wegner aux premiers temps est di
principalement au ralentissement de relargage, dans ce cas la cinétique de libération est
décrite par une équation exponentielle en fonction du temps.
Cette expression est donnée par I’expression suivante :

t-toy’

g—:ozg—otoz(l—e( tp (I'7)

1.5.4.Paramétres influencant de la libération modifiée

I1 est a noter que les parametres influencant la libération d’un PA encapsulé sont :

- Solubilité du Principe actif dans le milieu de libération et dans la membrane polymérique.
-Taux d’encapsulation

- Interaction chimique entre le PA et polymere (qui doivent étre minimisées) ;

- Caractéristique morphologiques du systeme de libération (porosité, tortuosité, surface, forme

et caractéristiques du polymere telles que le poids moléculaire.
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I1.1.Introduction

La chimie des polymeéres est née de la connaissance d’un biopolymére courant : la cellulose,
plus connue sous le nom de bois. Les biopolymeéres sont des polymeéres issus exclusivement
d’organismes vivants ou de polymeéres synthétisés a partir de ressources renouvelables [2].
Ces polyméres connaissent depuis quelques années un réel essor du fait de leurs origines
biologiques et surtout de leur caractere biodégradable. Leurs utilisations en substitution ou
méme en mélange a d’autres polymeres synthétisés a partir d’hydrocarbures offrent donc des
applications intéressantes. En effet, dans un monde ou les matériaux recyclables ou
biodégradables prennent peu a peu plus de place, les biopolymeres sont de plus en plus

valorisés [35].

Les premieres applications des biopolymeres ont été développées dans les domaines
pharmaceutique et agroalimentaire mais, a ce jour, ces polymeres tendent méme a remplacer

des composites dans des secteurs extrémement variés [36].

En effet, il convient de dresser un apercu général sur des connaissances actuelles de cette
classe de polymeéres naturels, dont I'attrait s'explique par ses propriétés physico-chimiques et
biologiques remarquables ainsi que ses utilisations sous différentes formes dans un contexte

d’applications potentielles.
11.2. Définition

Les biopolymeres sont des polymeres présents dans des organismes vivants ou synthétises par
ceux-ci. lls comprennent notamment les polymeres provenant de ressources renouvelables
gu'on peut polymériser pour fabriquer des bioplastiques [37].Les biopolymeéres peuvent
constituer a l'avenir des solutions intéressantes pour remplacer les emballages en plastique

(sacs plastiques...), consommateurs de pétrole, et non biodégradables [38]
11.3.Différentes familles des biopolymeres

IIs peuvent étre classés en trois familles (figure 11.1):
- Les polyméres issus directement des ressources vegetales et animales comme les

polysaccharides, les protéines et les polynucléotides.

- Les polymeéres issus d’origine bactérienne comme les Polyhydroxyalcanoates (PHA).
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-Les polyméres obtenus indirectement par polymérisation de monomeres eux-mémes issus de
ressources végétales comme 1’acide lactique, résultant de la fermentation de sucres ou encore

des composés monoméres réactifs dérivés d’huiles végétales [39]

Biopolyméres ﬂ

| 1 ¥
Polymeres l] Polyméres Polymeéres
synthétiques . p biodégradables
biosourcés
Polymeres Polymeéres Polymeéres d’origine
d’origine fossile issues de la fossile (PE, PET...) aux
biomasse quels on ajoute un additif

qui favorise leur
biodégradabilité

! ! !

Biopolymeres Biopolymeéres produits par Biopolymeéres produits
issus de la faune et polymérisation chimique par des micro organismes
de la flore

Amidon, cellulose PL A (acide polylactique) PHA
protéine, chitosane (Polyhydroxyalkanoates)

etc.

Figures 11.1 : Grandes familles des biopolymeres [40]
11.3.1.Les polysaccharides

Les polysaccharides constituent la famille de biopolymeres les plus répandus et les plus
utilisés. lls sont appelés également glycines, sont constitués de monosaccharides lié entre eux
par des liaisons glucidiques, on distingue les homopolsaccharides et les hétéro-
polysaccharides selon qu’il présente un ou plusieurs types de monosaccharides Les
polysaccharides simples ou complexes synthétisés par des organismes vivants entrent dans la
composition de la plupart des cellules (microbiennes, animales et végétales). Parmi les plus
connus, on peut citer la cellulose, I’amidon, la chitine. Ces polysaccharides sont constitués de

100 a 1 000 motifs D- glucopyranose reliés entre eux par des liaisons acétal [41, 42]

a. La cellulose

L’élément constitutif du bois et de la tige du mais, est la substance la plus abondante de la
surface de la terre. Elle est utilisée dans la fabrication du papier. C’est un matériau peu

couteux semi-cristallin. Par ailleurs, la lignine est un sous-produit de cellulose des usines de
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pate et papier habituellement traitée comme une matiére résiduelle de peu d’utilisation
économique, plutdt utilisée pour sa capacité énergétique. La cellulose modifiée est utilisée

dans différents produits, tels que le papier adhésif et les manches de brosses a dents [41]

Amidon

ICellulose .

Figure 11.2. Différents motifs de répétition des polysaccharides [42]

b. Le chitosane

Le chitosane est une substance trés peu répandue dans la nature. Il est rare et n’est présent que
dans les parois cellulaires d’une classe particuliére de champignons, les zygomycétes
(Rhizopus, Mucor, etc.) de bactéries et de levures et chez certains insectes comme dans la
paroi abdominale des reines termites. La source majeure du chitosane vendu

commercialement provient de la désacétylation de la chitine obtenue a partir de crustacés [43]

Gréace a ses groupements amines libres, ce composé possede des propriétés intéressantes trés
différentes de celles de la chitine. Le chitosane, soluble dans les acides faibles, posséde une
charge positive alors que la plupart des polysaccharides sont chargés négativement. La

structure chimique du chitosane est présentée dans la Figure 11.3 [44]

@) CH
OH Y7 ow
4 NH NH
HO i H
3 NH21 O O NH_? 0
H H n

Figure 11.3. Structure chimique du chitosane [44].
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c. Les alginates
- Définitions : Les alginates sont des copolymeres c’est a dire polymeéres issus de la
copolymérisation d'au moins deux types de monomeres chimiquement différents non

ramifiés : I’acideD-mannuronique (M) et 1’acide L-guluronique (G) (figure 11.4).

HOOC
HOOC

(A) (B)

Figure 11.4. Monoméres de 1’acide D-mannuronique (M) : (A) et I’acide L-guluronique (G),
[45]

L’alginate est constitué de plusieurs unités de mannuronate et de gluconate dont le nombre

varie de 100 a 3000. La liaison entre les monoméres est de type B(1-4), (figure 11.3).

Na*
— = O—
OH o) OH
- - 'O ’O
HO/\ HO nO"'
@) 0]
- Ng*~ ™

Figure 11.5.Structure de 1’alginate de sodium de formule (CgH;Nay/2,0g)n, [46].

L’alginate peut étre synthétisé par deux biosources, les bactéries (Azobacter vinelendiiet
Pseudomonas aeruginosa) et essentiellement par les algues brunes. En effet ces dernieres en
sont constituées pour plus de 40 % de leur poids sec et le produit constitué le polysaccharide
le plus abondant de ces organismes, ils constituent soit la matrice extracellulaire de ces
organismes ou leur paroi La figure 11.6, schématise la structure principale de la paroi des

algues brunes.

N



Chapitre 11 Les biopolymeéres

1. Squelette polysccharidiques
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uroniques

Figure 11.6. Schéma simplifié de la paroi des algues brunes [47]

- Propriétés physico-chimiques :I’alginates sont classés parmi les hydrocolloides car ils

sont solubles dans I’cau ou ils se dissolvent pour former un gel avec des propriétes

rhéologiques particulieres.
Les propriétés physico-chimiques des solutions d’alginates dépendent d’une part de leur
structure, c’est-a-dire de la proportion de résidus mannuroniques par rapport aux résidus
guluronique (M/G) ainsi que du nombre et de la longueur des blocs MM, GG et MG, et
d’autre part de nature du contre-ion. Les alginates monovalents sont parfaitement solubles
dans I’eau carles groupements carboxyliques présents dans les molécules d’alginate sont
ionisés, par contre L’addition de cations divalents (Ca?*, Sr**, Ba®") provoque la formation
d’un gel élastique, ou cations sont retenus dans une cage et interagissent avec les fonctions

carboxylates et les atomes d’oxygéene des fonctions hydroxyles, (figure 11.7) [47].

CaZ+

Figure 11.7. Rétention du calcium par un réseau tridimensionnel de segments poly-M ou poly-
G définissant une structure de type “cage", [47].
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- Applications :vu que I’alginate est une substance non toxique, inerte, biodégradable et
non immunogene, elle présente donc les caractéristiques requises pour constituer un
biomatériau d’excellence.

En effet, les alginates sont employés dans de nombreux domaines, & cause de ses diverses
propriétés colloidales, comme la rétention d’eau, la gélification et la stabilisation des
émulsions. Les principales applications des alginates sont résumées dans le tableau 11.2.

Par ailleurs, plusieurs biopolymeres sont impliqués dans la microencapsulation y compris les

alginates, ceux-ci peuvent accomplir les criteres suivants :

- Perméabilité aux gaz
- Caractéristiques chimiques et fonctionnelles
- Emulsifiant naturel
- Possibilités de modification et de réticulation chimiques.
L’utilisation des alginates dans la microencapsulation a touché plusieurs domaines, ou deux
procédés ont été adaptés pour ceci [47]:
- La coacervation complexe

- Gélification des goutes, (figure 11.8).

('
Cq)
Ca? \ ,
\
Algmate - Sernge
\‘. :I' ~Cﬂ‘2
—— ot
| “ ,
= Solution de CaCl, / \

Ca” Ca'Z

Figure 11.8. Procédé de gélification de gouttes d’alginate et structure atomique d’une bille

d’alginate, [47].
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Tableau I1.2. Principales applications des alginates, [47]

Domaine o
dapplication Propriété Exemple d’application
Textile Amélioration de rhéologie Fabrication des teintures
Agro-alimentaire Emulsifiant, gélifiant, Yaourt et cremes glacées
Epaississant
Medical - Gelifiant - Inserts oculaires
- Moulage dentaire
- Modificateur de viscosité | - Remplissage vasculaire
Pharmacie - Gélifiant, agent | - Pansements cutanés
cicatrisant - Pansements
- Gélifiant, coagulant hydrostatiques
- Gélifiant, régulateur de | - Pansements gastriques
pH
Pharmaceutique - Stabilisant, viscosifiant, | - Sirops
liant, désintégrant - comprimé, capsules,
- cremes, gels.
Ingénierie tissulaire - Vecteurs de délivrance - Scaffold"
Cosmétique - Agents adoucissant, | - Préparation des cremes et
filmogéne, hydratant des parfums

. Matrices qui servent de support a la reconstruction tissulaire.

11.3.2. Les protéines

Les protéines sont des arrangements réguliers de différents acides aminés. Ce sont les
constituants de la matiere vivante animale, tels que la peau, les muscles et les cheveux. La
plupart des protéines utilisées comme biopolymeres le sont a 1’état naturel, telles que la laine
et la soie. Elles sont egalement issues des plantes oléagineuses (colza, tournesol, soya), des
protéagineux (pois, feveroles), du son de céreales (gluten) ou de tissus animaux (collagéne,
gélatine) ou de produits animaux (caséine). L’inconvénient principal de leur utilisation est

leur sensibilité a I’humidité [48].
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11.3.3.Les polymeéres d’origine microbienne

Les polyesters naturels sont produits par de nombreuses variétés de bactéries et sont sensibles
a la dégradation par les microbes. Les plus étudiées sont les PHA, parmi lesquels se

retrouvent les PHB et les polyhydroxyvalérates (PHV). [49].

Le PHA est produit directement par des microorganismes, qui I’accumulent dans leurs
cellules ou biologiquement, par la fermentation bactérienne de biomasse. Le PHB est un
polymere semi-cristallin rigide (plutdt fragile) dont les propriétés mécaniques sont similaires a
celles du polystyréne ou du polypropyléne. C’est un produit de stockage intracellulaire des
bactéries et des algues. Le polyhydroxybutyrate- cohydroxyvalérate (PHBV) est produit par

fermentation bactérienne de biomasse [50].
11.3.4.Les biopolymeres synthétiques

Ils sont obtenus par voie fermentaire, on les appelle biopolyméres synthétiques ou
chimiosynthétiques en raison de leur mode de fabrication. En effet, celui-ci consiste en une
polycondensation (chauffage) de monomeres naturels ou identiques aux naturels. Le plus
connu est le PLA (Poly Acide Lactique) [39].

11.4.Propriétés des biopolymeres
11.4.1.Biodégradabilité

La biodégradabilité est la propriété la plus importante pour caractériser I’impact d’un produit
organique sur I’environnement. La biodégradabilité est un processus naturel de décomposition
de la matiere organique. Elle est due a la présence de liaisons facilement clivables comme les
liaisons esters ou amides conduisant a la formation de molécules simples et de fragments de
plus petite taille. [51]

Quatre éléements y concourent : avant tout, les micro-organismes sans lesquels aucune
biodégradation ne serait possible, I’humidité, 1’oxygéne et la température. La durée nécessaire
pour une biodégradation totale des matériaux, pour la bio-assimilation, est importante a
considérer, puisqu’en fonction de 1’utilisation du matériau, une durée trop courte ou trop

longue n’a pas nécessairement d’intérét. [39]

La biodégradabilit¢ peut toutefois, dans certains cas, €tre trés utile sans qu’il n’y ait

compostage, ¢’est le cas de certaines applications agricoles telles que le paillage par exemple.
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11.4.2.Biocompatibilité et biorésorbabilité

Un matériau biocompatible est un matériau qui est capable d’assurer une fonction avec une
réponse appropriée et sans effets indésirables sur 1’environnement biologique dans lequel il
est appelé a fonctionner. [52] En plus de la biocompatibilité, on recherche également pour
des applications médicales spécifiques des matériaux biorésorbables pouvant se décomposer
tout naturellement dans 1’organisme humain pour étre remplacés aprés par un tissu vivant. Les
biopolymeres se dégradent naturellement dans [’organisme humain par hydrolyse

(enzymatique) et liberent des molécules assimilable et non toxique.
11.5.Applications des biopolymeres

Trois grands créneaux d’applications sont identifiés par rapport aux propriétés des
biopolymeéres : la médecine, I’agriculture et les emballages [53]. Les biopolymeres sont
utilisés dans des applications de courte durée, ou leur biodégradabilité représente un avantage
[56]. lls sont également utilisés dans des applications plus durables [55]

11.5.1. Emballages et alimentation

Les biopolymeres biodégradables présentent plusieurs avantages s’ils ne sont pas enfouis.
Comme I’illustre la figure 11.9de tous les biopolyméres fabriqués en 2011, 77 % étaient
destinés aux services alimentaires, a I’embouteillage et a d’autres fins d’emballage. Ils sont
plus spécifiquement utilisés dans les sacs a déchets et emballage, les sacs pour résidus verts et
matieres putrescibles, divers produits pour le service de préparation alimentaire et la
restauration [56,57]
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Figure 11.9.Capacité de production mondiale des biopolymeéres pour divers application
11.5.2.Domaine médicale

Les premiéres applications des biopolymeéres sont médicales ; leur cout élevé de départ se
justifie dans ces applications a haute valeur ajoutée. Les applications médicales sont

nombreuses, plusieurs biopolymeres étant biocompatibles en plus d’étre biodégradables.

Elles sont utilisées pour I’encapsulation de médicaments a libération controlée, les fils de
suture, les vétements et accessoires médicaux, la peau artificielle, les vis et ligaments
artificiels. Plusieurs types de biopolymeéres sont actuellement employés dans le domaine
médical, dont le PLA, le PGA, les PHA et la cellulose. [53]

11.5.3. Agriculture et horticulture

Il existe plusieurs applications agricoles pour les bioplastiques, parmi lesquelles se retrouvent
les films de paillage au sol, les pots et les ficelles, la libération contrdlée de pesticides et
nutriments, le conditionnement de sols, la protection de semences, les plateaux a semences,
les sacs d’engrais, les cordes pour les cultures marines ainsi que les pellicules destinées a la

protection de plants[56, 57,59].

En agriculture marine, les biopolymeéres sont employés pour confectionner les cordes et les

filets de péche. Ils sont également utilisés comme supports pour les cultures marines [60].
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Les films de paillage agricoles permettent de favoriser la croissance des plantes, en réduisant
I’évaporation de 1’eau, en réduisant les mauvaises herbes et en augmentant la température du
sol. Les frais reliés a ’enlevement de ces films représentent des couts supplémentaires a la
production; leur biodégradabilité en humus permet donc de réduire les couts tout en
optimisant la production agricole[58,60]. Des gains économiques et environnementaux

évidents sont obtenus.

La libération contrélée de produits chimiques, dans I’agriculture, est avantageuse pour
I’environnement. En utilisant des biopolymeres, il est possible de contrdler la quantité de

produits émis, la période d’émission, leur emplacement et donc leur efficacité.

Ils permettent d’utiliser moins de produits et de limiter les déversements dans
I’environnement (infiltration, volatilisation, dégradation) [60].Les polyméres couramment
utilisés en agriculture sont I’amidon, la chitine, 1’acide alginique, la cellulose et la lignine

[58].
11.5.4. Autres applications

Les biopolymeres sont sporadiquement utilisés pour des applications plus spécifiques, tels que
dans I’industrie automobile, 1’électronique ou encore la construction, mais également pour des
biens de consommation de courte durée comme les couches-culottes et les produits d’hygiéne
féminine[56,58].Des fibres destinées a I’ameublement et aux vétements sont également

développées[56,57].




4 N

CHAPITRE Il

Application de
L’émulsification/Gélification
Interne

\_ /
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I11.1. Introduction

L’alginate est un biopolymére ayant des applications multiples et variées vue les propriétés
physico-chimiques et biologiques intéressante qu’il présente.

Le procédé de gélification externe ou interne est 1’un des principaux procédes impliqués dans
I’encapsulation des maticres actives (enzymes, microorganismes, principes thérapeutiques,).
Dans ce cas, ou la formulation est a base de 1’alginate, 1’encapsulation est assurée par voie
physique en utilisant des cations bivalents tel que : Le calcium, le baryum...etc.

En effet, de nombreuses études ont eté mises en point pour la microencapsulation par
combinaison des opérations d’émulsification suivie d’une gélification en utilisant 1’alginate de
sodium. Cette méthode peut étre interne ou externe.

Dans la gélification externe, un sel de calcium hydrosoluble induit la gélification d’alginate
ou les gouttelettes de 1’émulsion sont converties en particule de différentes dimensions.

Par ailleurs, dans la méthode de gélification interne, une solution aqueuse d’alginate de
sodium contenant un sel de calcium insoluble est emulsifiée dans une phase huileuse.

Lors de I’ajout d’un acide, les ions de calcium sont libérés a I’intérieur des gouttes d’alginate

ce qui assurent la conversion de I’alginate de sodium en alginate de calcium [61].

111.2. Problématique de la recherche

La technique de gélification est basée sur la formation des particules ayant des dimensions
supérieures a 100 um, ces particules sont produites lors d’une réaction de réticulation des
chaines d’alginates par permutation des ions de sodium par les ions bivalents tels que les Ca®*
(figure 111.1).

Cependant, 1’obtention des microparticules (> 100 pm) peut étre réalisée par gélification des
gouttelettes contenant le polymere (alginate) dispersées dans une émulsion qui se durcit
lorsqu’ils réagissent avec les ions réticulant (figure I11.2).

Dans ce cas, les microparticules produites sont obtenues soit lors de la gélification externe ou
interne. Dans le premier cas, les particules sont hétérogénes en raison que la gelification a lieu
au niveau de la surface avant le noyau, ce qui donne particules ayant une surface extérieure

rigide et un noyau souple (figure 111.2a) [62].
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/sodium
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Figure 111.1. Mécanisme de la gélification de 1’alginate, [62]

En ce qui concerne la deuxieme méthode, la gélification est assurée d’une mani¢re homogeéne
au-dela de la surface jusqu’au cceur de la particule, d’ou la formation des particules molles
avec une forte tendance a avoir un profil de libération contrélée et plus rapide, [61,62] (figure
111.2b).

Ca2+ C8.2+

ca® Ca?* ®:CaCOs

Figure 111.2. Mécanisme de la gélification externe (a) et interne (b) [63]

En effet, notre étude s’oriente vers 1’application de la méthode de gélification interne, ol nous
nous intéressons a synthétiser les principaux travaux de recherche basés sur I’encapsulation

des différentes matiéres actives.

N
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I11.3. Applications de I’émulsification/gélification interne
111.3.1. Principe de la formulation

Généralement, cette méthode implique deux étapes: la premiere est la formulation de
I’émulsion eau dans I’huile, ou la phase huileuse est composé d’une huile minérale et d’un
agent émulsifiant lipophile comme les polysorbates (span 80, span 85, ...). La phase aqueuse,
est une solution homogéne d’alginate contenant le principe a encapsuler et le carbonate de

calcium.

A DI’émulsion formée, est ajoutée une solution acide ou les protons assurent la libération
d’ions Ca* ce qui implique la gélification des gouttelettes aqueuses en particules matricielles
[64].

a. Préparation de I’émulsion

Cette étape consiste a préparer une émulsion huileuse dont I’étude est basée sur I’optimisation
de certains parametres tels que : la composition des phases, la teneur en tensioactif, la teneur

de matiére a encapsuler et la vitesse d’agitation [64].
b. Préparation des microspheres

Cette étape est basée sur la diminution du pH des gouttelettes afin de solubiliser le carbonate
de calcium en produisant les ions Ca®*, le dioxyde de carbone et 1’eau (réaction III.1). Les
ions calcium réticulent les chaines polymériques d’alginate. Dans cette étape, les paramétres
dont dépend I’encapsulation sont: la concentration de carbonate de calcium et la

concentration d’acide.

CaCOs + 2 CH;COOH —> (CH3C00),Ca + H,0 + CO, (1.1)

La figure 111.3, schématise toutes les étapes de la méthode émulsification/gélification interne
[65].
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Figure 111.3. Etapes de I’émulsification/gélification interne [65].
111.3.2. Matieres encapsulées
a. Molécules et micro-organismes biologiques

Que soit dans les particules d’alginates ou de chitosane formées par les méthodes classiques,
les molécules de protéines (enzymes ou hormones) sont souvent exposées a la chaleur, a la
forte agitation mécanique et a I’exposition aux solvants organiques, ce qui entraine une
détérioration moléculaire de la protéine. En effet, I’utilisation de la méthode d’émulsification-
gélification, qui est considérée d’une part comme technique d’encapsulation douce et d’autre

part une méthode de choix de production des particules de taille déterminée [66].

Cette méthode a fait I’objet de plusieurs recherches ciblées vers 1I’immobilisation des
molécules biologiques telles que : le sérum albumine bovin (SAB), le probiotiques, et I’ADN

plasmide. Le tableau I11.1 récapitule les différents travaux réalisés.
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Tableau I11.1. Représentation de quelques travaux de recherche réalisés sur I’émulsification-

gélification interne.

Molécule ou SAB | Insuline | ecdysone | Levure | Bifidobacteriu | ADN
micro-organisme (Y235) | mBB-12
Concentration
d’alginate (%, m/v) 2 2 2 15 15 2
Concentration de
Caco, %, miv) | °° 5 5 N-I 5 05
Concentration de
matiére active 25 01 0.5 N-I 1 0.2
(%,m/v)
Proportion de la
phase huileuse (%, | > 70 80 50 80.3 N-|
vIV)
Rapport molaire : 35
acide/Ca?* 3 3.5 3.5 N-I 3
Rendement
d’encapsulation (%) 624 75 80.5 80 N-1 80
Référence [66] [67] [68] [69] [70] [71]

N-I : Non indiqué.
b. Principes thérapeutiques

L’encapsulation des PA dans les systémes microparticulaires utilisant divers biopolymeéres et
différentes techniques a été largement étudiée et ceci dans le but d’améliorer la perméabilité a
travers les epithéliums intestinaux et de protéger ces principes contre les enzymes digestives.
Comme pour I’encapsulation des matieres biologiques, la préparation des microparticules en
impliquant la méthode d’émulsification-gélification interne constitue un choix intéressant

pour les principes méedicamenteux.

Trées peu d’études ont été réalisées concernant D’application de cette méthode sur
I’encapsulation des principes thérapeutiques, on cite ici celle effectuée sur le diclofénac

sodique, [72].
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I11.4.Récapitulation du travail de recherche sur le diclofénac sodique [72]

Cette étude avait pour objectif de préparer, d’optimiser et de caractériser les microsphéres

d’alginate chargées de diclofénac sodique.

En effet, I’effet de certains parameétres tels que: le rapport massique : PA/alginate, la
concentration de I’émulsifiant et la vitesse d’agitation sur certains paramétres physico-

chimiques et biopharmaceutiques des microparticules obtenues sera présenté.
111.4.1. Méthodes expérimentales et techniques de caractérisation
a. Présentation des paramétres étudiés

Ce travail vise a appliquer la planification des expériences ou trois variables indépendants ont

été choisis (tableau 111.2).

Tableau I11.2. Variables et niveaux choisi pour I’encapsulation du diclofenac sodique

riable Vitesse d’agitation [masse PA/masse Concentration du span 80
(tr/min) : X1 alginate] (g/g) : X2
Niveau (%, viv) : X3
-1 200 1/1 1
0 400 1/2 15
1 600 1/3 2

b. Protocole expérimental d’émulsification-gélification interne

- Préparation de l’émulsion eau/huile : Différentes concentrations de la solution

d'alginate de sodium ont été préparés en dissolvant une masse d’alginate dans 30 ml
d'eau chaude puis le diclofénac de sodium (m=0.59) a été dispersé dans cette solution

a l'aide d'un agitateur magnétique pendant 10 min.

Une suspension de CaCO3 a 5% (m/v) a été ajoutée a la solution d'alginate. Ce mélange a été
dispersé a differentes vitesses dans 1’huile de paraffine (phase interne de 30%, v/v) contenant

différentes concentrations de span 80.
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- Préparation des microspheres : Aprés émulsification, 20 ml d'huile de paraffine

contenant 0,2 ml d'acide acétique glacial (rapport molaire acide/Carbonate de calcium
est de 3,5) ont été ajoutés a I'émulsion en vue de la solubilisation du carbonate de

calcium.

Les différentes formulations réalisées sont récapitulées dans le tableau I11.3.

Tableau 111.3. Formulations correspondantes aux combinassions des trois parametres étudiés

Parametres Rapport : Volume du span 80 | Vitesse d’agitation
PA/polymere (g/g) (ml) (tr/min)
Formulatio
F1 1/1 1.5 200
F2 1/1 1 400
F3 1/1 2 400
F4 1/1 1.5 600
F5 1/2 1 200
F6 1/2 2 200
F7 1/2 1.5 400
F8 1/2 15 400
F9 1/2 15 400
F10 1/2 1 600
F11 1/2 2 600
F12 1/3 15 200
F13 1/3 1 400
F14 1/3 2 400
F15 1/3 1.5 600

- Rincage et séchage des microsphéres : Une solution de CaCl; (0,05 M) contenant 1%

de tween 80 a été ajoutée a I’émulsion pour récupérer les microspheres gélifiées, ces

dernieres ont été récupérées par décantation.

Les microparticules ont été lavées successivement avec une solution de CaCl, (0,05 M)

contenant 1% de tween 80 puis avec une solution tampon acétate (pH4.5). Les

w
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microparticules récupérées ont été séchées a température ambiante pendant 48 h et ont été
conservées dans un dessiccateur.

c. Caracterisation morphologique et granulométrique

La caractérisation granulométrique est assurée par tamisage, et la taille moyenne des
microparticules été attribuée en tant que pourcentage de microparticules retenues a chaque

tamis multiplié par la taille moyenne des particules du tamis utilisé.

L’analyse de la forme et de la texture superficielle a été réalisée par microscopie €lectronique

a balayage.
d. Quantification des paramétres d’encapsulation

La teneur de diclofénac sodique encapsulé a été déterminée comme suit: 100 pg de
microparticules préparées ont été écrasé dans un mortier puis transféré dans une fiole jaugée
de 100 ml et dilué dans une solution tampon phosphate pH 7,4 et est agité 5 h.

L'échantillon a été filtré et la concentration du médicament a été déterminée par
spectrophotometre UV-Vis a 277 nm.

Les parametres d’encapsulation de diclofénac sodique concernant le rendement et ’efficacité

d’encapsulation sont déterminés en utilisant les deux expressions : 1.1 et I.3respectivement.

e. Etude de cinétique de libération in vitro du DS

Le test de dissolution a été réalisé pour une masse de 100 mg de microparticules dans un
dissolu-test (USP 24) réglé a une vitesse de 50 tr/min et porté a une température de 37+0.5
°C.

Deux milieux de dissolution ont été utilisés successivement.

D’abord, 500 ml de HCI1 (0.1N) port¢ a pH 1.2 a été utilisé pendant 2 h, poursuit d’une
solution de KH,PO, (7M) contenant le NaOH et porté a pH7.4. Un volume de 3 ml a été
prélevé aux intervalles : 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.25, 2.5, 3, 4, 5, 6, 7 et 8h puis analysés par

spectrophotometre UV-Vis a la longueur d’onde maximale du DS.

Les parametres cinétiques de la libération in vitro du DS ont été déterminés afin de trouver le
modele approprié a I’aide d’un programme informatique spécifique. Plusieurs mode¢les ont été

testés.




Chapitre 111 Application de L’émulsification/Gélification interne

111.4.2. Résultats et discussions

a. Caractérisation morphologique et granulométrique

Les résultats de la distribution des tailles des particules obtenues sont détaillés dans le tableau
III.4. L’intervalle de distribution des diamétres le plus étroit a ¢ét€¢ observé pour les
formulations : F10, F11, F13, F14 et F15, dont la taille des microparticules se situe entre 200
et 315 pm.

Un profil de distribution intermédiaire a été enregistré avec F10 : 400-315 um. De plus, le
pourcentage de fraction des fines particules (160-100 um) a été obtenu pour la formulation
F7, ou elle augmente avec I’augmentation de la concentration du span 80 et avec la vitesse
d’agitation. En outre, une légere des augmentations de la taille des microparticules a été
détectée pour les formulations : F4, F9, F8, F7, F2, F3, F12 et F1, dans lesquelles les tailles de
particules s’étendent de 630 a 400 pum.

Tableau I111.4. Pourcentage de fraction massique de distribution des tailles Des

microparticules de DS

Formulation (890- (630- (400- (315- (200- (160-
630) um | 400) um | 315) um | 200) um | 160) um | 100) pm

F1 27.72 29.85 16.33 19.76 3.38 2.963
F2 14.68 29.59 29.35 14.88 9.0 2.5
F3 17.29 33.513 24.97 12.865 5.941 5.42
F4 8.04 29.78 18.67 29.33 11.29 2.56
F5 32.68 25.58 15.55 20.27 5.53 0.39
F6 29.73 28.59 14.58 16.57 5.75 4.78
F7 16.42 27.24 26.05 20.74 4.68 4.87
F8 15.24 27.08 23.12 25.67 5.24 3.65
F9 13.32 30.01 12.70 28.31 9.77 5.89
F10 5.25 22.37 32.65 19.76 14.29 5.68
F11 6.66 22.62 19.73 27.65 15.89 7.45
F12 22.26 31.05 16.21 22.25 5.01 3.22
F13 13.55 19.46 18.05 32.54 7.54 8.86
F14 11.60 21.50 16.54 35.86 7.45 7.05
F15 9.79 27.80 15.69 31.13 11.34 4.24
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La vitesse d'agitation est le paramétre le plus important pour contrdler la dispersion du PA
dans de la matrice et la taille des gouttelettes dans la phase continue. Il a été démontré que
l'augmentation de la vitesse d'agitation entraine généralement une diminution de la taille des
microparticules, car elle produit des gouttelettes d'émulsion plus petites grace a I’existence
des forces de cisaillement plus fortes et une turbulence accrue, [73].Dans cette étude, une
vitesse d'agitation élevee (600 tr/min) produit des microparticules de petite taille tandis que
qu’une vitesse d'agitation inférieure (200 tr/min) donne des microparticules de grande taille.

La caractérisation de la forme et de la surface des microparticules chargées de DS
(formulations F5 et F7), montre comme 1’indique la figure I11.4, que la surface des particules
de la formulation F5 est rugueuse et possede une forme irréguliére tandis que celles de la

formulation 7, possedent une surface lisse et Iégérement poreuse.

1SkU XZaog

Figure 111.4. Micrographie par MEB des microparticules obtenues selon les formulations F5
et F7.

b. Quantification des paramétres d’encapsulation

Les différents résultats sont illustrés dans le tableau I11.5. Un RE maximal (97.55%) a été
obtenu avec la formulation F13, dans laquelle la vitesse d’agitation est de 400 tr/min, la
concentration du span80 est de 1% et la masse d’alginate est maximale. L’augmentation de la
vitesse d’agitation et de la concentration de 1’agent tensioactif provoque une diminution du

RE (79.55%), cas de formulation F11.

L’efficacité d’encapsulation est maximale pour les formulations F5, F12 et F1, ce qui
correspond a une vitesse d’agitation de 200 tr/min et une concentration faible ou moyenne de
tensioactif

d’autre part les microparticules préparées aux vitesses d’agitation plus ¢€levées et/ou des
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concentrations de span 80 plus élevées conduisent a une faible efficacité d’encapsulation

(66.2%, formulation F3).

Tableau 111.5. Rendement et efficacité d’encapsulation des microparticules de DS

Formulation RE (%) EE (%)
F1 92.98+3.92 93.70+3.67
F2 91.80+4.44 92.90+4.26
F3 66.20+£6.90 83.93+3.78
F4 75.66+6.68 81.82+5.01
F5 96.36+4.02 96.751+4.21
F6 70.21+£3.94 85.02+2.98
F7 81.69+4.92 88.39+3.65
F8 88.65+6.24 90.25+4.46
F9 87.15+4.92 88.5443.98
F10 73.531+4.68 86.90+4.34
F11 78.361+4.36 79.5543.87
F12 95.284+2.48 89.074+4.22
F13 89.04+3.32 97.41+4.78
F14 78.84144.16 82.29+3.66
F15 84.68+3.36 85.30+4.44

c. Etude de la cinétique de libération in vitro de diclofénac sodique

Pour toutes les formulations réalisées, les microparticules d’alginate restent intactes a pH 1.2.

Selon la figure 111.5, la libération in vitro du PA (F1 a F4) en milieu acide est faible (moins de
17%) ou aucun gonflement n’a été observé. Cela est dii a la faible solubilité du diclofénac
sodique aux pH bas. Cependant, le passage aux pH alcalins, conduit a une amélioration
prononcée de la libération du DS a raison du phénoméne de gonflement et a 1’augmentation

de la solubilité du diclofénac sodique.

Pour les formulations F2 et F4, 100% de DS a été libérée apres 8h de dissolution, ceci est di

d’une part au piégeage des cations Ca** pour les ions phosphate et d’autre part par I’échange
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de ces cations avec les ions Na™ ce qui implique un accroissement de la pression osmotique a

I’intérieur du gel en faisant son gonflement.

En considérant les formulations F5 & F11, la libération illustrée par la figure 111.6 montre que
cette derniére atteint un maximum de 16.99% apres 2h pour la formulation F11, 83.34% apres

4 h et 100% apres 8h. Cependant, le minimum de libération est atteint pour la formulation F6.

De plus, la figure 111.7, traduit la libération du DS a partir des particules préparées pour des
concentrations d’alginate de sodium (1.5%). Dans ce cas, les combinaisons correspondant a
une concentration élevée de span 80 et une vitesse d’agitation de 400 tr/min, la libération est
lente & pH alcalin (F14 et F12). En revanche, des libérations rapides sont observées en

utilisant des concentrations plus basses de span 80 et de vitesse d’agitation plus élevées (F15

et F13).

En effet, il a été noté que I’augmentation de la concentration d’alginate de sodium, provoque
une rétention du DS légerement plus élevée a pH 1.2 et sa libération diminue lorsque la

concentration d’alginate augmente.
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Figure 111.5. Profil de libération in vitro de diclofénac sodique a partir des microparticules

d’alginate ; rapport PA/polymere=1/1.
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Figure 111.6. Profil de libération in vitro de diclofénac sodique a partir des microparticules

d’alginate ; rapport PA/polymere=1/2.

Diclofenac sodique libérée (%0)

Temps(h)

Figure 111.7. Profil de libération in vitro de diclofénac sodique a partir des microparticules
d’alginate ; rapport PA/polymeére=1/3.

D’autre part, 1’étude des effets des parametres X1, X2 et X3 sur la cinétique de libération est
détaillée sur les figures I11.8 a 111.10. 1l est impératif de noter que les parametres Y1, Y2 et Y3

correspondent a la libération du DS apres 2, 4 et 8 h respectivement.

o
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A Tlissu de ces figures, il est clair que si X1 diminue et X2 augmente, la libération Y3
diminue, ceci indique qu’une corrélation négative entre Y3 et X2 (figures I11.8b-111.10b). De
plus, pour des niveaux moyen et inférieur de X3, I’augmentation de X1 n’a pas d’influence
sur la libération in vitro Y3. Cependant, en augmentant X1 la libération n’est prononcée que

pour des niveaux moyen et élevé de X2 et X3 d’ou I’existence d’une corrélation positive entre
Y3 et X1

Ainsi, la libération Y3 n’est observée qu’a un niveau X1 ¢élevé et aux niveaux moyens et

élevés de X2.

En conclusion, les résultats obtenus montrent que 1’effet de la concentration du span 80 n’est
pas significatif, tandis que I’effet de la vitesse d’agitation et celui du rapport PA/polymere
sont significatifs ou la vitesse d’agitation doit étre a un niveau bas (200tr/min) alors que le

rapport PA/polymeére soit fixé a un niveau élevé (1/3).

Copansn=1.5%

PA/polymére = 1.2

152
132 ¢

Libération aprés 2h (%)
Libération aprés 2h (%)

i 51 g | 82
12 2 y7 i L
W30 4 500 600 PA/polymérg W a0 s 600 IC gpan 0 (%)
Vitesse d’agitation (tr/min) Vitesse d’agitation (tr/)

Vitesse d’agitation=400 tr/min

Libération apreés 2h (%)

PA/polymeére

Figure 111.8. Représentation tridimensionnelle de 1’effet de la vitesse d’agitation (X1),
rapport PA/polymere (X2) et concentration du span 80 (X3) sur la libération du DS (Y1),
apres 2 h.
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Figure 111.9. Représentation tridimensionnelle de 1’effet de la vitesse d’agitation (X1),
rapport PA/polymere (X2) et concentration du span 80 (X3) sur la libération du DS (Y1)

aprés 4 h.
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Figure 111.10. Représentation tridimensionnelle de I’effet de la vitesse d’agitation (X1),
rapport PA/polymere (X2) et concentration du span 80 (X3) sur la libération du DS (Y1)
apres 8 h.

N



Chapitre 111 Application de L’émulsification/Gélification interne

De ce fait, les meilleures conditions conduisant & une libération minimale apres 4h
correspondent a la formulation F14 (45.26%) ou la vitesse d’agitation est de 400 tr/min, le

rapport PA/polymere est de 1/3 et la concentration du span 80 est de 2%.
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IV.1. Introduction

Notre travail consiste a encapsuler un PA dans des microspheres en vue de préparer un
systeme a libération modifiée. Pour ce faire nous avons utilise deux bio polymeres tres

impliquées en industrie pharmaceutique.
L’étude menée vise a atteindre les objectifs suivants :

- Application de I’encapsulation par la combinaison : émulsification puis gélification interne.

- Caractérisations des microspheres obtenues.

Pour ce faire, nous avons utilisé les matieres premiéres, le matériel suivant et nous avons

appliqué les méthodes expérimentales suivantes.

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

Tableau. IV. 1. Matiéres premieres utilisées.

Matiere premiere Role
Alginate de sodium Polymeére matriciel
Chitosane Polymere d’enrobage
Span 80 Agent d’émulsification
Huiled olive Phase huileuse
Eau distillée Véhicule

IV.2.1. Principe actif [74]

C’est une substance chimique qui posséde des propriétés thérapeutiques. Cette substance n’est

pas obligatoirement chimiquement pure. Elle peut é&tre composée de plusieurs isoméres.

o



Chapitre IV

Partie expérimentale

1V.2.2 Excipients

a. Huile d'Olive

Est une variété d’huile alimentaire, a base de mati¢re grasse végétale extraite des olives

(fruits d’olives cultivés en oliveraie d’oléiculture) lors de la trituration dans un moulin a

huile,

Les caracteristiques physico-chimiques de I’huile d’olive sont résumées sur le tableaulV.2.

Tableau. IV. 2. Caractéristiques physico-chimiques des huiles d’olives[75]

Caractéristique Unité Description ou valeur
Aspect Tres fluide
Odeur Sans
Couleur Vert
Gout Intense ou fruit vert
Miscibilité Non miscible a I’eau
Viscosité Cp 84
Masse volumique & 20°C glcm? 0.914-0.918

b. Alginate de sodium

L’alginate se présente en poudre ou granulés qui donnent des solutions dont la viscosité
varie avec le degre de polymérisation.

Les caracteristiques de I’alginate de sodium utilisé dans cette étude sont présentées dans le

tableau 1V.3.

c. Chitosane

C’est un polysaccharide qui présente dans la carapace des crustacés et des mollusques. Vue

sa les groupements amines que contient la molécule du chitosane, il trouve de nombreuses

applications en pharmacologie, cosmétologie, médecine et en traitement des eaux.

Les caracteéristiques du chitosane utilisé dans cette étude sont présentées dans le tableau 1V.4

(92
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Tableau. IV. 3. Caractéristiques physico-chimiques de 1’alginate de sodium (Sigma-
Aldrich).

Caractéristique Unité Description ouvaleur
Aspect Poudre blanche-jaunatre.
Odeur Sans
Gout Sans

- Insoluble: Ethanol, ether, chloroform, solvents
Solubilité organiques, solutions aqueuses (pH <3).
- Solution colloidale: dansl’eau.

Point de Fusion °C > 300

Viscosité (1g/1) Cp 15-25

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

Caractéristique Unité Description ouvaleur
Aspect Poudre amorphe de couleur beige
Odeur Sans odeur
Solubilité - Insolubl_e dans 1’eau et les solvants
organiques.

- Soluble dans les acides dilués (comme
I’acideacétique)

Degré de dés-acétylation % 75-85
Poidsmoléculaire kDa 190-310
Point de Fusion °C

Viscosité a 1% dans I’acide
acétique a 1% (25°C) cps 200-800
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d. Span 80

De la famille des esters des orbitane (classe de tensioactifs non ionique). Il est utilisé
comme émulsifiant dans la préparation des émulsions eau dans huile. Les parametres de ce

tensioactif sont décrits dans le tableau IV.5.

Tableau. 1V. 5. Caracteéristiques du tensioactif utilisé (Sigma-Aldrich)

Caractéristique Description ou valeur

Nom chimique Monooléate de sorbitane

Formulechimique _ OEDH
° 4 oH

“on

Masse Molaire 428.62 g/mol
Densité (20°C) 0.986 g/cm?®
HLB 4.3

e. Autres réactifs chimiques
Tous les réactifs chimiques utilisés dans ce travail sont ordonnés dans le tableau IV.6.

Tableau. IV. 6. Réactifs chimiques utilisés

Réactif Formule Fournisseur
Acideacétique glacial C2H402 KGaAAllemagne
Acidechlorhydrique HCI Honeywell FLUKA
Acétate de sodium C2HsNaO2 VWR Chemical
Carbonate de calcium CaCOs3 UNIVR
Chlorure de potassium KCI VWR CHEMICALS
Chlorure de calcium CaCly HUMISTORE
Chlorure de sodium Na ClI VWR Analarnormapur
Dihydrogénophosphate de potassium| KH2PO4 VWR CHMICALS
Dihydrogénophosphate de sodium | NaH2PO4 VWR International SAS
Hydrogénophosphate de potassium | KHPO4 VWR Analarnormapur
Tween 80 Ce4H124026 VWR
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1V.2.3. Matériel

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

Tableau. 1V. 7. Matériel utilisé.

Matériel Marque

Balance électrique Sartorius
Q]g;ltja;zlrj];emagnétique avec plaque SCIENTIEICA

pH-métre HANNA

STectomOITALe IO® & | sHivADZy
Spectrophotomeétre UV-Vis (UV mini-1240 SHIMADZU)
Microscope optique OPTIKA

Dissolutest SOTAX

Conductimetre WTW

pied a coulisse ABSOLUTE DIGIMATIC

1V.3. Méthodes expérimentales et techniques de caractérisation
I1V.3.1. Caractérisations spectrales des matiéres premiéres

Cette partie consiste a caractériser le PA, I’alginate de sodium et le chitosane par UV-Vis et
FTIR.

a. Caracterisation par UV-Vis du PA
- Principe [76]

La spectrométrie d’absorption moléculaire dans le domaine ultraviolet, dont 1’absorption
des longueurs d’ondes allant de18a380nm, et celle du visible de 380a800nm, est une
technique d’analyse des composés chimiques a partir des groupements d’atomes qui
absorbent le rayonnement électromagnétique.

L’absorption de la lumiére UV-Vis par les molécules provoquent des transitions

électroniques avec différentes d’énergie ou les longueurs d’onde d’absorption dépendent de
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du type de I’¢lectron de la substance analysée.

- Mode opératoire

Il résume dans la détermination de la longueur d’onde et dans 1’établissement de la courbe
d’étalonnage.

En premier lieu, le balayage a été effectué pour des solutions aqueuses de PA de 20mg/I
aux pH 1.2, 7 et dans I’eau distillée. La courbe obtenue permet d’identifier la valeur de max
de la molécule de PA.

En second lieu, et aux longueurs d’onde maximales identifiées, on mesure les DO pour une
série de solutions aqueuses préparées aux pH 1.2, 7 et dans I’cau distillée de concentrations
allant de 0 a 50 mg/l. Les courbes d’étalonnage obtenues s’expriment par la variation de la

DO en fonction de la concentration du PA.

b. Caractérisation des matieres premieres par FTIR

- Principe [76]:
La spectroscopie IR est basée sur 1’absorption des radiations électromagnétiques qui

corresponds a des longueurs d’onde comprises entre 0.78 et 1000 um, cette bande spectrale
est devisee en trois régions : proche IR (12 500 a 4000 cm'l), moyen IR (4000 a 400 cm'l)

et IR lointain (400 & 10 cm'l). La région du moyen infrarouge est la plus utile du fait des
informations aboutis sur les structures des composés examinés.

La FTIR est une technique d’analyse utilisée pour obtenir les spectres d’absorption ou
d’émissionoul’échantillonesttraverséavecunfaisceaudelumierepolychromatiquecequi
entraine une absorption simultanée aux différents nombres d’onde. La séparation des
différentes radiations et la mesure de 1’énergie absorbée pour chacune d’elles est réalisée a
’aided’unsysteémedefrangesd’interférences. Lamesuredel’intensitélumineusedechaque

frange permet de déterminer interféron-gramme.

- Mode opératoire

Les spectres FTIR ont été obtenus par préparation des pastilles de PA/KBr, alginate de
sodium/KBr et chitosane/KBr avec une proportion de 1 %. Tous les échantillons ont été
préalablement séchés a I’étuve a 50°C pendant 6h.

Lapréparationdespastillesaetéréaliséeparbroyagedelasubstanceaanalyserenpresence du KBr,
le mélange est ensuite comprimé sous une pusse (presse).Enfin, les pastilles sont été mises

pour analyse FTIR ou les spectres d’absorption infrarouge ont été¢ enregistrés dans la
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gamme de nombres d’onde comprise entre 400 et 4000 em L.

1V.3.2. Préparation des microparticules

a. Préparation des solutions tampon,[77]

- Solution tampon acétate pH4.5: Dans une éprouvette graduée de 1 L, introduire 800 ml

d’eau distillée et ajouter 2,99 g de sodium d’acétate puis laisser sous agitation jusqu’a
dispersion totale de la poudre.

- Solution tampon pH 1.2 : Cette solution se compose de chlorure de potassium et 1’acide
chlorhydrique (50ml de KC1 a 0,2 N+85ml d’HCI a 0,2N) dans 200ml d’eau distillée.

- Solution tampon pH 7.4 : Cette solution contient 2.315 g de sodium hydrogeno phosphate

de sodium anhydre (Na2HPO4) et 4.358 g de dihydrogenophosphate de sodium anhydre
(NaH2PO4) dans 800 ml d’eau distillée .Le pH final de la solution est ajusté avec une
solution d’acide phosphorique ou une solution de NaOH a 0,IM. Le volume final de la
solution est ajusté a1000ml avec 1’eau distillée.

- Solution tampon saline pH=7.4 : Cette solution contient 2.38g de Na2HPO4 .12H20 (ou
I’équivalent de Na2HPO4anhydre), 0.199 de KH2PO4et 8g de NaCl dans 1000ml I’eau

distillée.

b. Principe du procédé d’émulsification
Cette expérience consiste a préparer une émulsion eau dans huile en utilisant un agent

émulsifiant (Span 80).

Pour ce faire, nous avons préparé des émulsions E/H en faisant varier les concentrations
d’alginate, de carbonate de calcium ainsi que la proportion de la phase aqueuse.
c. Etapes de préparation des microsphéres
1. Préparation de la solution (S1) d’alginate de sodium et de PA

Cette étape consiste a dissoudre une masse d’alginate de sodium et une masse de PA dans

un volume d’eau distillée.

2. Préparation de la suspension de carbonate de Calcium

Une masse de carbonate de calcium est mis en suspension aqueuse afin d’assurer les ions
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calcium.

3. Préparation de la phase aqueuse(S2)
LaphaseaqueuseestcomposéedelasolutionS1etdelasuspensiondecarbonatedecalcium. Le
mélangea été mis sous agitation pendant15min.

4. Préparation de la phase huileuse
Il s’agit de la solution d’huile d’olive a une teneur de 1.5% de Span 80.

5. Préparation de I’émulsion
Elle consiste a ajouter la phase aqueuse(S1) a la phase huileuse portée sous agitation a1000
tr/min pendant15min.

6. Gélification

Elle est assurée par addition graduelle a I’aide d’une pipette, un volume(V)d’acide acétique

glacial (Vacide acétique glaciale) qui dépend de la masse de CaCO3

7. Lavage et ringage des microspheres

La phase huileuse a été éliminée et les microsphéres obtenues contenues dans la phase
aqueuse ont subi deux opérations de lavage et de rincage :
- La premiere par une solution de CaCl2(0.05M)al%detween80 (V=150ml),ou le
mélange a été porté sous agitation.
- La deuxieme, et apreés avoir récupérés les microspheres par filtration, elle a été
réalisée par une solution tampon acétatepH4.5.

8. Enrobage par chitosane

Cette étape consiste a faire mélanger les microsphéres obtenues dans une solution de
chitosane a 0.5 % (dans I’acide acétique glacial) contenant le CaCl2 a 0.5%. Le mélange a

été porté sous agitation pendant 1h.

En fin, les microsphéres ont été filtrées puis rincées a 1’aide d’une solution de CaCl2 a
0.5%.

9. Séchage

Apres récupération des microspheéres, ces dernieres ont été portées dans des boites de pétris




Chapitre 1V Materiels et Méthodes expérimentale

puis séchées a I’air libre.

1V.4.3. Caractérisation des microspheéres

a. Analyse par microscopie optique

La morphologie et la forme des particules prises a 1’état humide et a I’état sec a été réalisée

a I’aide de microscope optique.

b. Analyse granulométrique des particules

Un choix au hasard de trois séries de particules contenant 20 particules prises a 1’état sec et

a I’état humide a été réalisé. Puis nous avons mesuré le diamétre moyen a 1’aide d’un pied a

coulisse.

c. Etude du gonflement des particules

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

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

Milieu 1 : solution tampon pH=1.2.

Milieu 2 : solution tampon pH=7.4.

Milieu 3 : eau distillée.

Le mode opératoire consiste a realiser les étapes suivantes :

Peser environ 50mg (n fois) de particules séches sur une balance analytique de
précision.
Incorporer ces particules dans 25ml du milieu de dissolution.

A des intervalles de temps réguliers (15min pendant la 18'h puis chaque 1h jusqu'a
8h), les particules sont retirées du milieu de dissolution, posées sur du papier
absorbant pour enlever I’exces de liquide;

Peser les capsules obtenues a 1’aide d’une balance analytique de précision.

Le taux de gonflement (TG) sera calculé en utilisant 1’expression (IV.1)

mo—mi

TG (%): T(IV]')

Avec mo: Masse initiale de PA mi: Masse finale de PA
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d. Quantification du PA encapsulé

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

Les différents paramétres d’encapsulation seront calculés en utilisant les expressions 1.1 &
1.3.

e. Etude de la cinétique de libération du PA encapsulé

Le mode opératoire du test de dissolution in vitro de KF a été réalisé dans un dissolut est.
L’expérience consiste a utiliser un godet de 900 ml de milieu de dissolution (pH1.2etpH

7.4etl’caudistillée).Pendant cet essai le dissolut est réglé a un et température de 37+0,5

°C et une agitation de 100 tr/min. Introduire 100 mg de microparticules dans le panier et le
placer dans le dissolut est sous agitation pendant un intervalle de temps bien déterminé.
Prélever 10 ml de milieu de dissolution et filtrer immédiatement d’un filtre seringue de
porosité0,45umpuisremplacélemémevolumeprélevéaveclemilieudedissolutionpour la
reconstitution du volume totale du godet. Les échantillons obtenus sont analysés par
spectrophotométrie UV-Vis.

f. Analyse par FTIR

Cette analyse a été réalisée sur les microparticules séchées a I’étuve a 50°C pendant 6h.

V.4 Présentation de quelques résultats obtenus

IV.4.1. Formulation des émulsions eau/huile
Les émulsions eau dans huile sont formulées par dispersion des gouttelettes de la solution

aqueuse contenant l’alginate de sodium et le PA dissout dispersée dans 1’huile d’olive

contenant le span 80.
Sur ce principe, nous avons réalisé les 8 combinaisons décrites dans le tableau IV.10.

Sur les 8 formulations, nous avons effectué une vue par microscope optique .Les photos des
émulsions obtenues sont illustrées sur les figures 1V.1 etlV.2.
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Figure. V. 1. Vue microscopique de I’émulsion E/H a 30% de phase aqueuse ;
grossissement : x100.

Figure. V. 2. Vue microscopique de 1I’émulsion E/H a 40% de phase aqueuse ;

grossissement x100.

Pour les formulations d’émulsions E/H aux proportions correspondantes, les gouttelettes
sont individualisées et possédent des formes circulaires (pour toutes les concentrations

d’alginate de sodium).

1V.4.2 Microsphéres obtenues

Pour les deux formulations obtenues, nous avons tenté a optimiser les concentrations de

carbonate de calcium et celle de I’acide acétique glacial.

A cette étape, seuls les essais de 1 et2 ont été réalisés et ceci sans passer aux étapes de

Ul
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séparation et de séchage.

Les formulations correspondantes sont illustrées sur les figures IV.3a IV 4.

Figure. 1V. 3. Aspect des microparticules obtenues pour 1’essai N°1.

Figure. IV. 4. Aspect des microparticules obtenues pour 1’essai N°2
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Vue que I’objectif initial était réorienté vers la mise en détail d’une étude théorique, ceci nous

a permis de synthétiser les constatations suivantes :

La microencapsulation est une methode usuelle pour la fabrication des systemes a
libération prolongée car elle permet d’offrir aux agents matriciels utilisés, la

possibilité de modulation de la libération.

Cette technique a montré son efficacité pour I’encapsulation des matiéres de diverses natures,

dont cette efficacit¢ est dédiée par D’aspect qualitatif et quantitatif des systémes

microparticulaires obtenus.

Les polymeres biodégradables voire les agents matriciels enrobant les microparticules,
constituent le parameétre clé pour la mise en formulation de ces derniers. L alginate de
sodium est le polymere le plus utilise qui vérifié outre sa propriété principale, les
exigences suivantes : agent de stabilisation, agent de suspension, agent de viscosité,
liant pour comprimés, agent de désintégration pour comprimés et émulsifiant, ... De
ce fait, ’'industrie pharmaceutique voire biotechnologique s’est intéressé toujours aux
sels d’alginate (utilisés seul ou combiné avec autres biopolymeres), ceci a été reflétée
par le développement de nouvelles formes contenant un ou plusieurs substances
actives, issues de différentes techniques d’encapsulation.

Les microsphéres d’alginate préparées par émulsification/gélification interne,
présentent certaines caractéristiques telles que : la morphologie, la taille, la texture, les
paramétres d’encapsulation et la cinétique de libération. Celles-ci dépendent fortement

des parametres de formulation et ceux du procédé.

L’analyse du travail réalisé par Mahmoud et al (2013). Et qui avait pour objectif de formuler

les microparticules a libération controlée en utilisant la technique d’émulsification/gélification

interne, nous a permis de constater que :

L’application des plans d’expérience a conduit a la conception de quinze formulations
basées sur la variation de trois parametres a savoir : la vitesse d’agitation, le rapport
molaire : quantité de principe a la quantité d’alginate de sodium et la concentration de
I’agent émulsifiant : span 80.

L’efficacité d’encapsulation pour toutes les formulations se situe entre 66.2 % et

96.36%.
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- Les résultats achevés par le chercheur révélent que 1’augmentation de la vitesse
d’agitation provoque la diminution de la taille des microspheres. Cependant,
I’augmentation de la concentration du span 80 conduit aux microparticules lisses et
poreuses. En effet, pour la plus part des formulations la cinétique de libération du

diclofénac sodique est d’ordre zéro.
En perspective, nous proposons d’atteindre a avenir les objectifs initialement ciblés, a savoir :

- Préparation et optimisation des microparticules d’alginate seul ou combiné aux d’autre
biopolymeres, en application 1’émulsification/gélification interne ;
- Caractérisation physico-chimigue et biopharmaceutique des microspheres obtenues ;

- Etude comparative avec d’autres techniques d’encapsulation.
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