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Résumé

Ce présent travail est consacré a I’utilisation de la pectine, un biopolymere végétal,
dans la formulation de trois systéemes de vectorisation des principes actifs. Les
procédés de gélification ont permis d’obtenir les formes microspheres et
membranes.alores que les microparticules ont été obtenues par émulsion L’étude de la
cinétique de libération de la pénicilline et de I’ampicilline & partir de ces trois
systemes, en utilisant la spectroscopie UV-visible, nous a permis de connaitre le profil
de libération de ces deux principes actifs dans trois milieux de pH différents.

Mots clés : Pectine, Vectorisation, Gélification, Emulsification, Libération

Abstract
The present work is devoted to the use of pectin, a plant biopolymer, in the

formulation of three systems of drugs vectorization. Drops gelation, emulsification
and gelation processes have yielded; microspheres, microparticles and membranes
whereas microparticles have been obtained by emulsification The Kinetics study of
penicillin and ampicillin release from these three systems, using UV-visible
spectroscopy, has allowed us to know the release profile of these two drugs in three
mediums of different pH.

Keywords: Pectin, Vectorisation, Gelation, Emulsification, Release



Introduction générale

La croissance exponenticlle de 1’industrie des polymeres apres la seconde guerre
mondiale a conduit a la découverte de nouveaux matériaux présentant des propriétés
spécifiques. C’est cette étape qui a permis d’accéder a I’utilisation d’implants interactifs tel
que les prothéses poreuses et a celle de polyméres biodégradables a 1’intérieur du corps
humain. Comme les implants dégradables ne nécessitent pas d’intervention chirurgicale
pour étre retirés, ces polymeres biodégradables sont particuliérement adéquats lorsqu’il
s’agit de réaliser un implant temporaire. Les sutures, les dispositifs de fixation osseuse et
les systémes de libération controlée sont des applications largement étudiées pour ces
polymeres biodégradables.

Dans ces dernieres années, la formulation des systemes de libération contrdlée et les
polyméres utilisés pour ces systémes sont devenu beaucoup plus sophistiqués. Beaucoup
de ces systemes sont fondés sur des polymeres dont la structure n’évolue pas dans le corps
humain. cependant, les efforts de recherche se concentrent maintenant dans le domaine des
polyméres biodégradables.Ces polyméres sont dégradés dans 1’organisme suite d’un
processus biologique, il n’est donc pas nécessaire de les retirer une fois la libération du
médicament est effectuée. Les polysaccharides tels que les substances pectiques, présentes
dans la plupart des plantes, pourraient étre valorisés sur le marché des microparticules.

La pectine, un hétéropolysaccharide anionique des parois cellulaires végétales a poids
moléculaire élevé, est largement utilisée dans le développement de telles nouvelles formes
grace a sa haute biodégradabilité, innocuité et leur biodégradabilité.

La formulation la plus fréeguemment utilisée pour ces systemes biodégradables est
constituée de microparticules et nanoparticules. Pour réaliser de tels systéemes, les
chercheurs se sont intéressés a plusieurs procédés de nanoencapsulation et de
microencapsulation (mécaniques, chimiques et physicochimiques).

C’est dans cet ordre d’idée, que nous avons voulu initie cette présente étude sur
I’utilisation des substances pectiques, extraites a partir de deux sources végétales, dans la
formulations des systémes de vectorisations de deux principes actifs (Penicilline G et
Ampicilline) a savoir les microsphéres, les microparticules et une nouvelle forme : c’est le

systéeme membranaire.




Ce manuscrit s’articule autour de deux grandes parties :

Le premier chapitre rassemble les données disponibles dans la littérature concernant :

» Les biopolymeres et plus particulierement les substances pectiques: définition,
structure, propriétés et applications.

» La microencapsulation : définition, intérét, procédés d’encapsulation, application...

> La libération contrélée : définition, mécanismes de libération. ...

Le deuxieme chapitre qui sera consacré a 1’aspect pratique de ce travail regroupe
successivement les points suivants:
» Caractérisation de I’agent enrobant utilisée (pectine).
» Formulation des systemes de vectorisation des principes actifs (microspheres,
microparticule et membranes).
» Etude de la cinétique de libération des principes actifs a travers les systemes

formulés par spectrophotométrie ultra-violet(UV).
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I.1. Introduction

Comme plusieurs autres techniques, la microencapsulation constitue une imitation de la
nature en prenant comme modele la cellule [1]. La cellule est une entité isolée de son
milieu grace a des membranes semi-perméables qui permettent I’entrée des substrats
essentiels ou la sortie des métabolites, tout en bloquant d’autres substances, telles que les
éléments structuraux et fonctionnels, ainsi que certaines molécules dont la cellule n’a pas
besoin ou qui peuvent nuire a son bon fonctionnement. Ainsi, la microencapsulation est un
ensemble de techniques qui consistent a enrober un produit ou un systéme a I’intérieur
d’une entité individuelle de 1 & 1000 pm de diamétre a ’aide d’une membrane [2].Cet
enrobage est réalisé a des fins structurales ou fonctionnelles qui sont diverses: isolation des
éléments du milieu pour les protéger face aux conditions et éléments nuisibles externes, ou
a linverse, rétention des ¢éléments incorporés qui peuvent é&tre dangereux pour
I’environnement (par exemple, les pesticides)[3], concentration des éléments fonctionnels
ou essentiels dans un endroit disponible ou a proximité, libération contrélée des
substances, augmentation ou conservation de la stabilité des éléments sensibles a la
dégradation, tels que les médicaments, immobilisation ou piégeage des substances dans un
matériau pour ainsi les conserver sur place ou les rendre réutilisables et fonctionnalisation
du produit ou amélioration de sa présentation comme dans le cas de I’encapsulation de
parfums dans I’industrie textile, ce qui permet d’ajouter un effet déodorant aux vétements
[4,5].

Les matériaux utilisés pour 1’encapsulation sont les polymeres naturels formés par les
organismes vivants et les polyméres artificiels obtenus par modification chimique d'un
polymeére naturel d'origine végétale ou animale, et les polymeres synthétiques préparés par

polymérisation de molécules monomeéres.

1.2.Les polymeéres
1.2.1.Définition

Les polymeres sont parmi les produits chimiques ayant le plus d’applications
industrielles.Ce sont des macromolécules obtenues par la combinaison d’un grand nombre
de molécules plus petites. Les polyméres ont une masse molaire tres importante.

Le monomeére est le nom donné a la petite molécule a partir de laquelle est formée la
macromolécule. La réaction est une polymérisation.

Les polymeres sont divisés en deux catégories :



http://fr.wikipedia.org/wiki/Polym%C3%A8re
http://fr.wikipedia.org/wiki/Modification_chimique_des_polym%C3%A8res
http://fr.wikipedia.org/wiki/Polym%C3%A9risation
http://fr.wikipedia.org/wiki/Monom%C3%A8re
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v Les polyméres d’addition, obtenus par I’enchainement d’un grand nombre de

molécules monomeres ; si ces molécules sont identiques on obtient un

homopolymeére, par contre si les monomeéres sont différents (en général deux)

on obtient un copolymere.

v' Les polyméres de condensation, obtenus par la condensation d’un grand

nombre de molécules, cette réaction s’effectue avec 1’élimination d’une petite

molécule, en général I’eau [6].

1.3.Les biopolymeéres

1.3.1. Grandes classes de biopolymeres issus du monde végétal

Les polymeres issus des plantes ou biopolymeéres constituent la plupart du temps les

parois cellulaires des végétaux comme la cellulose et la lignine [7, 8, 9].lls servent

également de réserve aux plantes en vue de leur croissance [10].Des monomeéres simples

peuvent étre également obtenus a partir des plantes aprés transformations chimiques et/ou

enzymatiques de ces molécules [11, 12, 13].Par polymérisation de ces monomeres, des

polymeres que I’on dit issus du végétal sont obtenus. Les microorganismes, par

fermentation des molécules issues des plantes, produisent des polymeres classés également

comme biopolymeres [14, 15,16].

Les différentes classes de polymeéres issus des plantes sont reprises dans le Tableau 1.1.

Tableau 1.1. Grandes classes de biopolymeres issus du monde végétal [17]

Les classes des biopolyméres

Les matériaux

Polysaccharides (plantes/algues)

Pectine
Gommes, Konjac

Amidon, Cellulose, Agar, Alginate, Carraghénane

Polysaccharides (par fermentation
bactérienne)

Xanthane, Dextrane, Gellane, Curdlan, Pullulane,

Elsinane

Protéines Zéine, Gluten, Polyacides aminés
Polyphénols Lignines, Tannins, Acides humiques
Polyesters Polymeres d’ acide lactiques (PLA)

Polyhydroxyalcanoates (PHA)

Autres polymeres

Polymeres synthétisés a partir d’ huile (nylon)

Polyisoprenes : caoutchouc

;
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1.3.2. Propriétés des biopolymeres
De par leur structure chimique, les biopolyméres présentent des propriétés particulieres
et intéressantes pour des applications bien spécifiques en industries (plastique, alimentaire,

pharmaceutique...etc.).La biodégradabilité est la plus importante.

1.3.2.1. Biodégradabilité des biopolymeéres

Les biopolymeres sont synthétisés dans les plantes ou les animaux par voie enzymatique
et sont de ce fait dégradés rapidement dans un milieu biologique. La biodégradabilité de la
plupart des biopolymeres 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 petites tailles. Ces derniers sont assimilables par les microorganismes pour leur
biosynthese en libérant du CO; et de I’ H,0 [18].

A P’opposé, les polyméres pétrochimiques conventionnels comme le polyéthyléne ou le
polypropyléne, dont le squelette carboné est constitué de liaisons covalentes C-C,
requierent beaucoup plus de temps et/ou la présence d’un catalyseur (thermique, radiation
électromagnétique ou chimique) pour leur dégradation [19, 20].

Le terme « biodégradabilit¢ » suscite beaucoup de discussions. La définition
émergeante proposée par de nombreux auteurs de la biodégradabilité se traduit par une
dégradation du matériau par les microorganismes comme les bactéries, les champignons et
les algues [21, 22,23, 24]. Autrement dit, c¢’est une dégradation biotique qui met en jeu
I’action des microorganismes par exemple par voie enzymatique conduisant a une
décomposition au niveau moléculaire et chimique. Il en résulte alors la formation de CO,,
H,O en présence d’oxygene (ou la formation de CH,; CO, H,O en anaérobie) et une
nouvelle biomasse (humus). Grace aux enzymes qu’ils excrétent, les microorganismes
peuvent utiliser les polymeéres et leurs produits de dégradation comme source de carbone et
d’énergie. Les bactéries et les champignons sont les principaux microorganismes impliqués
dans la dégradation des polymeéres. La dégradation des materiaux par les enzymes peut étre
le résultat d’un mécanisme radicalaire (oxydation biologique) ou d’un changement
chimique (hydrolyse biologique). Dans le cas de I’oxydation biologique, les enzymes
réagissent directement avec I’ O, comme les cytochromoxidases qui sont des enzymes
actives dans la chaine respiratoire. La plupart du temps, ’oxygéne est incorpore
directement au substrat (cas des oxygénases).Parfois, il joue le rble d’un accepteur
dihydrogene (cas des oxydases) [25].

-
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1.3.2.2.Propriété de perméabilité a la vapeur d’eau des biopolymeres

La plupart des biopolymeéres comme la cellulose et les protéines sont hydrophiles, ce
qui leur confere des propriétés de permeabilité a la vapeur d’eau. Ces propriétés sont dues
notamment a la présence de fonctions polaires hydroxyle et/ou amine qui ont une forte
réactivité avec I’eau par formation de ponts hydrogénes [26], ce qui leur confére aussi une
propriété antistatique.

La permeabilitté & la vapeur d’eau pourrait étre un inconvénient dans certaines
applications, notamment pour les emballages alimentaires. Par exemple, les viennoiseries
ne peuvent pas se trouver dans un endroit trop humide pour conserver leur fraicheur. Par
contre, pour certains types d’emballage, elle est avantageuse. En effet, en évitant les
condensations, la durée de conservation des produits frais est allongée. Cette propriété
trouve également une application dans les emballages des produits humides leur laissant la

possibilité de continuer de les sécher pendant les étapes de stockage et de transport [26].

1.3.2.3.Biocompatibilité et biorésorbabilité

Un matériau biocompatible est un matériau qui est capable d’assurer une fonction avec
une réponse appropriée et sans effets indéesirables sur I’environnement biologique dans
lequel il est appelé a fonctionner. La réponse biologique d’un matériau dépend de 3
facteurs : ses propriétés, la caractéristique de I’héte et la demande fonctionnelle pour le
matériau.

Les biopolymeéres par leur origine naturelle remplissent logiquement cette fonction et
les implants médicaux en matériau inerte comme les céramiques sont de plus en plus
remplacés par des polymeres d’origine naturelle [27, 28].

En plus de la biocompatibilité, on cherche également pour des applications médicales
spécifiques des matériaux biorésorbables pouvant se décomposer tout naturellement dans
I’organisme humain pour étre remplacés aprées par un tissu vivant. Les biopolymeéres sont

dégradés naturellement dans I’organisme.

1.3.2.4.Propriétés chimiques

La présence de fonctions chimiques sur les molécules leur attribue des propriétés
particuliéres qui facilitent leur réaction avec d’autres molécules. Leur réactivite est due a la
présence des fonctions alcool, acide, amine ou aldehyde qui réagissent facilement grace a
leur site nucléophile et électrophile [29, 30, 31].

-
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La présence de certaines instaurations et des groupements hydroxyles sur les chaines

alkyles des triglycérides permet leur fonctionnalisation et conduit a la formation de

polyuréthanes, polyamides ou polyesters [30, 32].

1.3.2.5.Autres propriétés

Certains biopolymeéres possedent des fonctionnalités qui leur apportent des propriétés
physico-chimiques ou mécaniques particuliéres. On peut relever dans le Tableau 1.2
quelques propriétés physico-chimiques intéressantes des biopolymeres et les applications

potentielles.

Tableau 1.2. Propriétés spécifiques des biopolymeres et les applications attendues [33]

Biopolymeéres

Propriétés particulieres

Applications ciblées

-Polymeére a

d’ amidon

-Polymeéres a base de
cellulose
-Polymeres a base de
protéine

-Polymeres a base
d’ huile

base

-Polymeéres de synthése a

base d’acide lactique
-Polyesters bactériens

(Polyhydroxyalcanoates)

-Caoutchouc

-Antistatiques,anti-
condensations
, toucher naturel

-Transparences, antistatiques

-Comestibles, grandes diversités
chimiques des acides aminés,
perméabilité sélective aux gaz
Siccativités

-Anti-condensations brillances,
antibactériens

-Propriétés piézoélectriques,
anti-oxydants, Médical,
matériau insolubilité dans I’eau.

- Elastomére

-Emballages et sacs

-Emballages

-Galénique, emballages

alimentaires

- Peinture, vernis

-Emballages, textiles

- Emballage rigide

-Vulcanisation

Dans cette présente étude, on s’intéresse a un biopolymére d’origine végétale (pectine)

pour leur importance utilisation dans I’industrie pharmaceutique.

-
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1.4. Les pectines
1.4.1.Définition des pectines

Les pectines sont des polyosides complexes entrant dans la composition des parois
cellulaires de la plupart des végétaux supérieurs. Elles sont majoritairement présentes dans
la lamelle moyenne et la paroi primaire. Elles participent a la cohésion de la cellule et au
maintien des parois par le biais d’interactions mécaniques et chimiques avec les autres
constituants de la paroi [34].

La quantité de substances pectiques dans le végétal varie fortement en fonction de son
origine botanique et de son histoire (mode de culture, période de croissance...) [35].La
structure des pectines est influencée par des réactions enzymatiques et des modifications
chimiques pendant la croissance, la maturation et le stockage des fruits et des légumes
[36].

1.4.2. Structure des pectines

La pectine est un hétéropolysaccharide complexe avec une composition variable selon
I'origine de la matiere premiere et les méthodes d’extraction, de ce fait elle ne peut pas étre
caractérisée en termes de structure et conformation globales spécifiques. 1l est, cependant,
possible d'identifier les éléments structuraux distinctifs contenus dans toute la substance
pectique.

Les pectines ont pour structure de base un enchainement linéaire d’unités acide D-
galacturonique (ou Homogalacturonane (HG)) reliées entre elles par des liaisons
glycosidiques o (1— 4), plus ou moins estérifiés (méthyles) et/ou partiellement acétyles en
O-2 ou O-3 (Figure 1.1). La chaine principale peut étre interrompue par des enchainements
alternés de résidus rhamnose et acideD-galacturonique rhamnogalacturonanes (RG)). Ces
derniers enchainements peuvent étre ramifiés par des chaines latérales riches en unités

arabinose et galactose (arabinanes, galactanes et arabinogalactanes) [37].

-
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Figure 1.1. Schéma de la structure principale de la pectine [37]
1.4.3. Nomenclatures des substances pectiques
Les substances pectiques sont un groupe de polysaccharides colloidaux et complexes de
’acide galacturonique [38].
Dans la paroi cellulaire on distingue de nombreuses natures chimiques de ces substances:
v" Les protopectines: qui sont des pectines insolubles dans 1’eau.
v' Les acides pectiniques (pectines): ce sont des acides polygalacturoniques,
partiellement ou entiérement estérifiés.
v' Les pectinates: ce sont des sels d’acide pectinique (pectines).
v Les acides pectiques: qui sont essentiellement des acides polygalacturoniques non
esterifiés.
v' Les pectates: ce sont les sels d'acide pectique.

1.4.4. Types de pectines
Les pectines sont divisees en référence a leur degré de méthylation en deux catégories
[39]:
A. Les pectines hautement méthylées ou HM (High Methoxyl), ce sont les pectines
dont plus de 50% des groupements carboxyles sont estérifiés avec le méthanol.
B. Les pectines faiblement méthylées ou LM (Low Methoxyl), ce sont les pectines

dont moins de 50% de groupements carboxyles sont estérifiés.

Chez certaines pectines LM, les fonctions acides sont neutralisées par de
I’ammoniac(NH3) et forment une fonction amide. Ce sont les pectines amidées ou pectines
LMA (Low Methylated Amidated Pectins).

1.4.5.Sources des substances pectiques

Les substances pectiques sont des polyméres de 1’acide galacturonique avec des
Groupements carbonyles plus ou moins estérifiés par des radicaux méthyles. La pectine est
contenue naturellement dans I’endocarpe des fruits sous forme de protopectines qui sont
libérées sous forme de pectines lors de la cuisson. La teneur en pectines des fruits est
variable en fonction de la nature de fruits et de leur maturité [35].

Les marcs de pomme (teneur en pectines 15-20%) et les ecorces des agrumes (30-35%)
constituent les principales sources des pectines industrielles. Le Tableau 1.3, donne la

teneur en substances pectiques de quelques végétaux.

-
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Tableau 1.3. Teneur en substances pectiques de quelques végétaux [40]

Origine Teneur en pectines (% de la matiére seche)
Pomme 4,5

Carotte 10

Raifort 15

Tomate 3

Marc de pomme 15-20

Capitules de tournesol 25

Marc de betterave 15-20

Albédo des agrumes 30-35

1.4.6.Propriétés physico-chimiques des substances pectiques
1.4.6.1. Détermination de la masse moléculaire des pectines
La détermination de la masse moléculaire des pectines est a I'neure actuelle, un défi a

cause des problemes d’hétérogénéité [41 ,42]. La masse moléculaire (M) est calculée en
fonction de la viscosité intrinseque [N], d’aprés le modéle de Mark-Houwink-Sakurada

(MHS) :
[n] = K. M* (1.1)

K et a sont les constantes de MHS.

Il existe d'autres techniques pour la détermination de la masse moléculaire moyenne en
poids et en nombre, utilisant des méthodes de chromatographie (par perméation de gel) ou
par le détecteur de diffusion de lumiére (laser light scattering detector) [43]. Certaines

substances pectiques tournent autour de 100 kg/mol.

1.4.6.2. Degré de méthylation

Les acides D-galacturoniques (GalA) liés par des liaisons o-(1—4) peuvent étre

estérifiés par le méthanol sur le groupe carboxylique (Ce) (Figure 1.2) [44,45].Le degré de

méthylation (DM) est défini comme le pourcentage des groupes carboxyliques estérifiés
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avec du méthanol [46,47].Le DM peut atteindre des valeurs allant souvent jusqu'a 70-80
%.

Groupe carboxilique Groupes Groupe carboxilique
méthylé carboxiliques amidé
F = ‘
) o
i::o OH c=0 OH
] . , B Q; t’—o— —H
"o KiH \a;i o- i [ }‘\.DH >a_oJ¢[ ;
OH | _'g OH I|3=0 l
OH NH, J

Figure 1.2.Structure chimique représentative de pectine montrant la répartition

Typique des groupes [48]

1.4.6.3. Degré d’acétylation

Les acides D-galacturonique (GalA) liés par des liaisons a-(1—4) peuvent étre acétylés

sur les positions Cz et/ou Cs (Figure 1.3) [44 ,45].Le degré d'acétylation (DAC) est défini
comme le pourcentage des résidus de GalA estérifiés par un groupe d'acétyle [46 ,47].

Il faut noter qu’il n'y a aucune explication claire au sujet de l'origine des propriétés
émulsifiantes des pectines. Suite a la présomption qu'un contenu élevé d'acétyles pourrait
augmenter I’hydrophobicité de la pectine, des études de la capacité d’émulsification de la
pectine de betterave sucriere par rapport a sa structure chimique, ont conclu qu'il n'y avait
aucune évidence pour un rapport entre la composition chimique et les capacités
d'émulsification.Néanmoins, les capacités d'émulsification de la pectine de betterave
peuvent étre expliquées par la présence des groupes acétyles (4 —-5%).

De nouvelles études sur les propriétés d’émulsification des pectines de citron ont
montré que la pectine de citron de faible teneur en degré d’acétylation, peut avoir une
capacité d'émulsification intéressante. La pectine de faible poids moléculaire d'environ 60—
70 kg/mole et un degré de méthylation élevé présente les meilleures propriétés

d’émulsification [47].

0
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Figure 1.3. Acide galacturonique acétylé en position Oz [49]

1.4.6.4. Degré d’amidation

Ce parametre concerne surtout la pectine faiblement méthylée amide (LMAP). Le degré
d'amidation (DA) est le pourcentage de groupes carboxyliques sous la forme d'amide (voir
Figure 1.2). Un DA autour de 17 %, permet a ce type de pectine de tolérer plus de variation
de contenu de calcium et de posséder un degré plus élevé de thermoréversibilité [50].Les
pectines faiblement méthylées amidées sont obtenues par amidation et de ésterification
partielle des pectines hautement méthylées (HM) dans un systéme hétérogene en présence
d'ammoniaque et d'alcool, ou dans un systéme homogene en présence de ’ammoniaque
aqueuse concentrée [51]. 1l n'est pas permit d'avoir plus de 25 % de I’ensemble des
groupements carboxyles sous la forme amide pour la pectine amidée destinée aux produits

alimentaires [52].

1.4.7. Domaines d’applications des substances pectiques

La pectine, hétéropolysaccharide anionique hydrosoluble d’origine végétale, est
largement utilisée entant qu’agent gélifiant, épaississant, et stabilisant dans I’industrie
alimentaire principalement pour les produits a base de fruits.Dans plusieurs applications les
pectines de pomme sont caractérisées par les propriétés de geélification supérieures par

rapport aux pectines d’agrumes [53].

Allndustrie alimentaire

La pectine a la propriété de former un gel avec du sucre. Pour cette raison, la pectine est
employée, en combinaison avec le sucre, comme agent d’épaississement ; dans 1’industrie
alimentaire [54]. Les différentes utilisations des pectines en industrie alimentaire peuvent

étre résumées comme suit [53].

0
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e Préparation des confitures et des gelées ; la pectine est ajoutée aux confitures pour

compenser les variations de la teneur en pectine de fruits. La pectine est incorporée dans la

confiture pour améliore sa consistances.

e Confiture pour yaourt et produits laitiers divers.

e En confiserie dans les pates a fruits et confiseries gélifiées.

e Produits pour fourrage et décor (biscuiterie et patisserie) ; la pectine a pour role de
limiter les migrations possibles de I’humidité d’une couche a une autre.

e Produits pauvres en matiere sucrée (laits gélifiés, sauces de nappage ou de décors aux
fruits pour crémes glacés...).

Les pectines sont également employées comme stabilisateurs dans 1’industrie laitiére, ou la

fonction principale est d’agir en tant qu’hydrocolloide protecteur.La stabilisation de la

protéine dans les boissons (pH = 4) est un domaine d’application de plus en plus important

pour la pectine HM [53].

B/Industrie pharmaceutique

Dans le sang, les pectines ont une action immunologique par 1’activité de formation des
anticorps et une action détoxifiante sur les métaux lourds (plomb).Elles ont par ailleurs,
une action antidiahétique et antivomitive. Les pectines protegent les vaisseaux sanguins
contre 1’athéroxlérose par la diminution d’absorption intestinale des lipides et du
cholestérol.

Dans des applications pharmaceutiques modernes, la pectine a beaucoup d’intérét
comme excipient pour des systemes de la libération des médicaments. La libération du
médicament du cdlon peut étre réalisée avec des formes galéniques contenant la pectine,
seul ou en combinaison avec d’autres polyméres. Le profil de libération du médicament
peut étre changé en fonction du degré d’estérification. La pectine a des propriétés
bioadhesives, qui peuvent étre exploitées pour la libération nasale. De plus, la pectine est
une fibre alimentaire soluble qui diminuerait les risques de cancer du c6lon [55,56].

La pectine peut étre formulée en solution, gel, ou un film et étre employée en sirops,

suspensions, pastilles, pates, comprimés et capsule.

-
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C/Industrie cosmétique

Les propriéteés de la pectine sont utilisées dans une variété d’applications personnelle de
soin, y compris des produits de peau et de cheveux. Les gels de pectine peuvent étre
employes pour préparer des pates sans utilisation des agents tensioactifs.

Dans I’industrie cosmétique, la pectine est utilisée dans la fabrication des vernis, des
huiles et des crémes. Elle est aussi utilisée comme un agent épaississant et stabilisant dans

les gels pour les cheveux, les lotions et le shampooing [57,58].

Dans cette présente étude on s’intéresse a 1’utilisation des substances pectiques dans le
domaine de la vectorisation des matiéres actives destiné a des applications dans le secteur

pharmaceutique ou alimentaire.

I.5.Microencapsulation
1.5.1.Définition

La microencapsulation regroupe I’ensemble des technologies qui permettent la
préparation de microparticules individualisées, constituées d’un matériau enrobant
contenant une matiére active. Les microparticules présentent une taille comprise entre
environ 1 et 1 000 um [59], et contiennent typiquement entre 5 et 90 % (en masse) de
matiere active. Les matieéres actives sont d’origines trés variées : principes actifs
pharmaceutiques, actifs cosmétiques, additifs alimentaires, produits phytosanitaires,
essences parfumées, micro-organismes, cellules, ou encore liquide catalyseurs de réaction
chimique... Les matériaux enrobant sont des polymeéres d’origine naturelle ou synthétique,

ou des lipides [60].

1.5.2. Intéréts de la microencapsulation
Sur le plan industriel, la microencapsulation est mise en ceuvre pour remplir les
objectifs suivants [61]:
e Assurer la protection, la compatibilité et la stabilisation d'une matiére active
dans une formulation.
e Reéaliser une mise en forme adaptée (dosage plus élevé dans de petits
volumes).
e Ameliorer la présentation d'un produit.

e Masquer un goQt ou une odeur.

.
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e Modifier et maitriser le profil de libération d'une matiére active pour

obtenir, par exemple, un effet prolongé ou déclenché.

1.5.3.Types des microparticules
Les microparticules synthétiques sont des systemes colloidaux développés
principalement en vue de leur utilisation thérapeutique. Selon la nature des éléments qui les

constituant et leur structure, il est possible de distinguer les liposomes, les microspheres, et

les microcapsules [62,63].

A/ Les liposomes : Sont de petites vésicules sphériques dont la paroi est constituée par une
ou plusieurs bicouches phospholipidiques délimitant une cavité centrale contenant une
phase aqueuse. lls sont apparus il ya quarante ans grace aux travaux de Bengham et al.
(1965) et ont été les premiéres a étre utilisés comme vecteur des médicaments [64].

m"!”, ') phase aqueuse

Figure 1.4. Structure d’un liposome [64]

B/Les microcapsules : sont des structures réservoirs et sphériques. Elles sont constituées
d’un cceur généralement huileux entouré par une mince paroi de polymeére dont 1’épaisseur
n’excede pas quelques nanometres (Figure 1.5). Le principe actif est généralement dissout
dans le cceur huileux mais peut aussi étre adsorbé a la surface des microcapsules. Dans
cette géométrie le taux encapsulation peuvent étre particulierement élevé entre 85et 90%

de masse de matiére active par rapport a la masse de microparticule [65].
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Microcapsule : Systéme réservoir

substance encapsulée
jenistal, sclution, émulsion...)

membrane de polymére

Figure 1.5.Représentation schématique d’une microcapsule [66]

C/Les microspheéres : sont des structures matricielles,de forme sphérique,constituées de
polymeéres de préférence biodégradables. Les premiéres microsphéres ont été développées
par Birrenbach et speider(1976) en utilisant le polyacrylamide réticulé,un polymere non
biodégradable. Dans le cas de microsphéres,le pricipe actif est soit incorporé a I’intérieur
du réseau polymere durant la formation des microsphéres (figure 1.6),soit adsorbé a leur
surface par I’intermédiaire de laisons de type hydrophobe,électrostatique ou covalante. |l
est libéré par simple diffusion ou a la suite de la biodégradation du polymeére dans
I’organisme. Dans ce cas,les teneurs en matiére active sont moidres ; de I’ordre de 20 a

35% mais parfois ce taux peut atteindre 50%[67].

Microsphére : Systéme matriciel

substance disparsée

matrice de polyméra

Figure 1.6. Représentation schématique d’une microsphére [66]

1.5.4.Caractéristiques générales des microparticules

Sur le plan physicochimique, un certain nombre de facteurs permettront de caractériser
la membrane d’une microcapsule ou la matrice d’une microsphére : charge électrique de
surface, mouillabilité, porosité, tortuosité des pores, degré de gonflement...etc. Pour les
microcapsules 1’épaisseur de la membrane peut également étre déterminée. Dans le cas des

microspheres, 1’état physique de la matiere active dispersée dans une matrice polymére ou

&
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lipidique est important a determiner, car il peut influer sur sa cinétique de libération ou
encore sur sa stabilité au sein du systéme.

La production de micoparticules s’accompagne fréquemment d’une certaine
polydispersité en taille. Seules les techniques basées sur la formation de gouttelettes ou sur
la polymérisation en milieu dispersé permettent 1’obtention de microparticules proches de
la monodispersité. La taille moyenne et la distribution granulométrique sont en relation
directe avec la surface spécifique des micropartiules, ces parametres vont influer sur des
propriétés telles que la libération de la matiere active dans le milieu environnant.

La teneur en matic¢re active (ou taux d’encapsulation) peut étre treés €levée dans les
microcapsules, de I’ordre de 85 a 90 7%, au contraires les teneurs habituellement rencontrées
dans les microsphéres sont plus faibles de I’ordre de 20 a 35 %, méme si, dans certains cas,
on peut atteindre des teneurs de 50 7. En termes de contenance, le systeme microcapsule
est bien sOr beaucoup plus intéressant que la microsphere.

Lorsque 1’on considére les interactions matiere active/milieu extérieure, les
microparticules peuvent étre classés en deux catégories : celles qui ne doivent pas libérer
leur contenu telles que les « les microsphéres » contenant des enzymes ou des bactéries, et
celles qui sont formulées de facon a libérer la matiére active encapsulée. Dans ce dernier
cas, il faut distinguer les systemes a libération déclenchée et des systemes a libération

prolongée [68].

1.5.5.Techniques de microencapsulation
La microencapsulation, comme son nom l’indique, peut impliquer la formation de
microcapsules, qui sont des spheres creuses remplies de liquide et dont la membrane est
solide, cependant, cette technique peut aussi consister en la formation de microsphéres, qui
possédent un cceur et une membrane solides, de liposomes, qui ont une membrane et un
cceur liquides, ou de 19 niosomes,qui sont similaires aux liposomes mais avec une
membrane de nature synthétique[69]. Les techniques et méthodes de microencapsulation
sont trées variées. Toute fois, engeénéral, on peut distinguer trois etapes de
microencapsulation :
» L’inclusion du produit, la dispersion de la matrice et la stabilisation du produit de
microencapsulation [70]. L’inclusion du produit a I’intérieur de la matrice consiste a
diluer, disperser, agglomérer ou adsorber la substance a encapsuler dans un autre

composant, sauf quand la substance a encapsuler doit étre a 1’état pur [71].
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» La dispersion ou pulveérisation de la matrice sert a donner la taille et a separer les
particules qui formeront les microcapsules. Cette étape consiste en général en une
séparation des phases liquide/liquide, liquide/air, solide/air, solide/liquide. La
dispersion peut étre réalisée par nébulisation ou atomisation, ce qui consiste a asperger
le produit, ou par émulsification, qui consiste généralement a produire une dispersion
en régime turbulent et « prilling », qui est la formation de gouttes a 1’aide d’une
aiguille ou d’un injecteur [72 ,73].

» La stabilisation de la matrice dispersée ou pulvérisée vise la séparation des produits de
microencapsulation (particules) pendant une période de temps appréciable pendant
laguelle aucune énergie externe n’est appliquée afin de maintenir la séparation; cette
stabilisation est réalisée par des processus tels que la Gélatinisation, la coacervation,
I’émulsification, 1’évaporation, la coalescence, la polymérisation, la polycondensation,
la congélation, la vitrification, la cristallisation, la solidification ou I’extraction de
solvant [71,73].

La microencapsulation est donc le résultat de la combinaison de ces trois étapes; le
choix des techniques dépend de la nature de la matiére premiére a encapsuler et des

contraintes du produit final [71].

1.5.6. Procédés de microencapsulation
1.5.6.1.Procedes physico-chimiques
A/ Coacervation

Le terme coacervation a été emprunté au domaine de la chimie des colloides et il réfere
au processus de formation de la paroi d'une capsule [74].11 décrit le phénomene des
désolvatation de macromolécules, conduisant & une séparation de phases au sein d’une
solution.Tout facteur tendant a réduire la solvatation d’un polymére en effectuant les
propriétés du solvant ou la charge de la macromolécule va induire ce phénomene.
Versic divise le principe de coacervation en trois étapes qui sont la formation de particules
ou de gouttelettes, la formation de la paroi capsulaire et I'isolement des capsules.

A I’issue de la coacervation, deux phases seront en présence dans le milieu :

v L’une riche en polymére et pauvre en solvant, le coacervat.

v" L’autre pauvre en polymeére et riche en solvant, le surnageant.
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A.1l.Coacervation Complexe

La formation de complexes est possible dans un systeme aqueux ayant deux polymeres

hydrophiliques de charges opposées. Le procédé de formation de complexes peut étre

résumé en ces lignes (voir figure 1.7) [75].

Un premier biopolymere (généralement une protéine) est dissout dans l'eau, 1’ingrédient

actif est mélangé a la solution de biopolymere, I'ajout d'un deuxieme biopolymere de
charge opposé entraine la neutralisation des charges du premier biopolymeére et les
complexes se forment. La formation de complexes diminue la solubilité des biopolyméres

dans l'eau, entrainant une séparation de phases avec une phase riche en complexes de

biopolymeéres contenant l'ingrédient actif et une autre phase presque dépourvue de
biopolymere mais riche en solvant [74].Ce sont ces complexes qui forment la paroi des
microcapsules apres isolement.

Il faut rappeler que cette formation de coacervat est influencée par plusieurs conditions
dont le pH, la force ionique, la concentration de polymeres totaux, la composition de

polymeéres, ainsi que le rapport des deux polymeres [76].

e
e / I \
@ L) nc“‘aﬁon ] m
o ﬂn“n{,,“ | I;'IHS r}H; |
o| |Tiivé|\ ool
ot «“e'@o - M
@ ® T
B, @ @ e
o g @_ ] ﬁ' o T .
T I ) o
boetl - @ B ':_ a @ a
) @) ®

Figurel.7. Schéma du procédé de microencapsulation par coacervation complexe [77]

A.2.Coacervation simple

Une coacervation simple (figure 1.8) peut se former avec un seul type de biopolymere
dans un solvant ou le polymeére n'est pas soluble ou par addition d'un composé (sels et
alcools) ayant une affinité plus élevée pour I'eau [75].

De cette maniére ce composé entre en compétition avec le polymere en question.
Lorsque les polyméres perdent la couche d'eau associée a leurs chaines, il y a formation de

coacervat entre les différentes chaines [78, 79].

-
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Figure 1.8. Principe de la coacervation simple [80]

B/Emulsion et évaporation-extraction de solvant

Ce procédé est basé sur 1’évaporation de la phase interne d’une émulsion donnant lieu a
la précipitation du polymere d’enrobage préalablement dissous dans cette phase, sous
forme de microsphéres. Les polymeéres généralement hydrophobes sont tout d’abord
dissous dans un solvant organique peu miscible avec I’eau comme le dichlorométhane.
Puis, le principe actif est dissous ou dispersé dans la solution de polymere.

Le mélange est émulsifi¢é dans un grand volume d’eau contenant des tensioactifs tels
que I’alcool polyvinylique, afin d’obtenir une émulsion huile-dans-eau. L’évaporation du
solvant aprés diffusion progressive dans la phase continue est réalisée sous pression
atmosphérique ou pression réduite et sous agitation lente (Figure 1.9).Cette technique est a
déconseiller si le principe actif est volatil ou posséde une grande affinité pour la phase
continue aqueuse.

L’extraction consiste, elle, a transférer I’émulsion dans un grand volume d’eau
contenant ou non des surfactifs et permettant la diffusion rapide du solvant. Aprés
élimination du solvant, les particules sont lavées, collectées par filtration ou centrifugation
puis séchées ou lyophilisées. Le procédé choisi ainsi que sa vitesse de réalisation vont
influencer les caractéristiques des microsphéres obtenues. Une extraction de solvant, plus
rapide que I’évaporation, peut par exemple, entrainer la formation de microsphéres

poreuses [81].

.
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Figure 1.9.Schéma du principe de microencapsulation par évaporation de solvant [65]

La méthode telle que décrite ci-dessus est appropriée dans le cas de molécules actives
lipophiles. Deux types de modifications peuvent étre apportés pour 1’encapsulation de
principes actifs polaires.

Premiérement, 1’émulsion huile-dans-eau peut étre remplacée par une émulsion huile-
dans-huile, en utilisant, en phase interne, un solvant organique volatile (acétonitrile,
acétone...) qui contient alors les polymeéres et la molécule active et, en phase continue, une
huile non volatile et non miscible (minérale ou végétale) contenant un surfactif de faible
balance hydrophile lipophile (HLB). L’autre possibilit¢ est de former une émulsion
multiple eau dans huile dans eau.

La phase aqueuse contenant la molécule hydrophile est ajoutée a la phase organique
volatile contenant les polymeres sous tres forte agitation (sonicateur, homogénéisateur
haute pression...) pour former la premiére émulsion eau-dans-huile. Celle-ci est ensuite
ajoutée sous faible agitation dans un grand volume d’eau contenant les tensioactifs.

Le solvant organique est évaporé ou extrait comme précédemment décrit et les
microsphéres, lavees, collectées et sechées ou lyophilisées. Cette méthode dite de double
émulsion permet d’obtenir de trés forts rendements d’encapsulation de molécules
hydrophiles telles que les protéines, par exemple. Elle nécessite cependant un contréle
strict, a toutes les étapes, de la température et de la viscosité de 1’émulsion interne et n’est

appropriée que pour de faibles quantités de matiére active a encapsuler [80].
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C/Gélification thermique « hot melt »

Le principe ce procédé consiste a dissoudre ou disperser la matiére active a encapsuler
dans le matériau d’enrobage en fusion puis a émulsionner 1’ensemble dans une phase
dispersante a une température supérieure a la température de fusion du matériau enrobant
(Figure 1.10). On utilise en général, pour le matériau d’enrobage, des lipides de bas point
de fusion (cire de Carnauba, alcool cétylique...).Le milieu est ensuite refroidi brutalement
afin de solidifier les particules obtenues. Ce procédé permet la microencapsulation de
molécules hydrophiles et lipophiles si I’on choisit une phase dispersante pour laquelle ces
molécules ont peu d’affinité¢ (huile de silicone et eau respectivement). Une technique
similaire consiste a utiliser des polymeéres hydrophiles capables de former des gels lors du

refroidissement (gélatine, agarose...) [80].

Ajout d'une phase

Matériau fondu dispersants 4 bassa
températura
[:] a &
T=T, o T=T,

(&) dispersion (B solidification

Figure 1.10. Schéma de principe du procédé d’encapsulation

Par gélification thermique [65]

1.5.6.2.Procédés chimiques
A/Polycondensation interfaciale

Ce procéd¢ qui appartient aux procédés chimiques d’encapsulation consiste a faire
réagir deux monomeres, I’un dans la phase dispersée, 1’autre dans la phase dispersante, afin
d’obtenir une membrane de polymére a la surface des gouttelettes formées. Dans le cas
d’un principe actif lipophile, la premiére étape consiste a préparer une solution contenant
cette molécule et un premier monomere dans un solvant organique puis de former une
émulsion de cette phase organique dans une phase aqueuse contenant un tensioactif.

On ajoute ensuite dans cette phase aqueuse, le second monomeére hydrosoluble afin
d’induire la réaction des deux monomeres a I’interface huile/eau ou ils auront diffusé. Les

monomeéres les plus couramment utilisés dans ce cas sont des chlorures d’acide ou des

-
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diisocyanates couplés a des diamines conduisant respectivement a des membranes de
polyamide ou de polyurée.

Pour un principe actif hydrophile, on forme une émulsion inverse (eau/huile) dans un
solvant de température d’ébullition élevée, a partir d’une solution aqueuse contenant le
principe actif et le monomeére hydrosoluble. Puis le monomeére organo-soluble est ajouté
dans la phase dispersante. La taille des microsphéres obtenues est comprise entre 0,5 et 100
um et dépend principalement de I’agitation du systéme, de la vitesse d’ajout des deux
monomeres et de la cinétique de diffusion.

La formation et les caractéristiques de la membrane vont dépendre, elles aussi, de la

nature et de la concentration en monomeres, tensioactifs et solvants [80].

B/Polymérisation en milieu dispersé

Ces procédés permettent la formation de microparticules a partir de monomeres
synthétiques du type acrylique, vinylique ou cyanoacrylate d’alkyle. Ils mettent en jeu une
phase de formation des particules appelée nucléation suivie d’une phase de croissance
donnant lieu a des particules de type matriciel.

Deux mécanismes principaux sont a distinguer : la polymérisation en émulsion et la
polymeérisation en dispersion. Dans le premier cas, une émulsion des monoméres en phase
aqueuse est réalisée avant la polymérisation, le principe actif étant préalablement solubilisé
ou dispersé dans les monomeres. La réaction de polymeérisation radicalaire ou anionique
selon les monomeéres utilisés s’initie respectivement par 1’ajout d’un amorceur ou par
simple contact avec la phase aqueuse.

Dans le cas de la polymérisation en dispersion, la nucléation se fait en phase homogéne,
les monomeres et la matiére active étant initialement solubilisés dans la phase continue. La
croissance des oligomeéres suite a la polymérisation amorcée par un initiateur, donne lieu a
leur précipitation sous forme d’agrégats stabilisés par les tensioactifs présents dans la
phase continue.

Cette technique conduit a des particules de diamétre nettement supérieur a celui des
particules obtenues par polymérisation en émulsion (respectivement 1 a 15 pm et 100 nm a
Sum) [80].

Les autres procédes chimiques de microencapsulation sont des procédés basés sur la
polymerisation radicalaire ou anionique en milieu dispersé. Il s’agit des procédés de

polymérisation en. [65].
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e Emulsion ;

e Microsuspension ;
e Dispersion ;

e Miniemulsion ;

e Microémulsion ;

1.5.6.3. Procédés mécaniques
A/Enrobage en lit d’air fluidisé (« spray-coating »)

La premiere étape de cette technique de microencapsulation consiste a fluidiser une
poudre des particules de principe actif (granulés, cristaux...) dans une colonne placée sous
un courant d’air ascendant (chambre cylindrique verticale).Cette fluidisation permet
d’assurer un mélange constant des particules avec un transfert de chaleur optimal entre
I’air et la surface des particules. Puis, une buse de pulvérisation placée au sommet ou a la
base de la suspension fluide permet de disperser, sous forme de fines gouttelettes, le
matériau enrobant a la surface des particules. Un enrobage continu et homogéne s’obtient
suite a des passages successifs et cycliques des particules dans la zone de pulvérisation et
dans la zone d’expansion ou a licu le séchage.

La formation du film d’enrobage s’effectue au contact des particules aprés des étapes
successives de mouillage, étalement puis séchage par évaporation du solvant contenant les
gouttelettes de matériau enrobant. Celui-ci est constitué en général de solutions organiques
ou dispersions aqueuses de polymeéres (dérivés cellulosiques ou acryliques) qui peuvent
contenir des plastifiants afin de favoriser la formation du film d’enrobage a la température
de séchage ainsi que des additifs (anti-mottant, lubrifiants...). Des corps gras ou des cires
peuvent également étre utilisés.

L’obtention d’un bon enrobage va dépendre a la fois des paramétres de pulvérisation
(concentration de la formulation, débit, taille des gouttelettes) et des paramétres de sechage
(volume d’air de fluidisation, température de 1’air, degré d’humidité).

L’¢épaisseur des films d’enrobage déposés sur les particules est généralement comprise
entre quelques micrometres et 20 um et doit étre suffisante pour masquer les défauts de

surface [80].

g
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B/Nebulisation-séchage « spray-drying »

La technique d'encapsulation par atomisation est la technique la plus utilisée dans
I'industrie alimentaire [78 ,81].Grace a ses nombreux avantages. Cette technique a été
utilisée pour I'encapsulation des flaveurs pour la premiere fois dans les années trente avec
de la gomme d'acacia comme matrice protectrice [78].

Cette technique comporte dabord une étape de préparation de la dispersion
d'ingrédients actifs dans une solution de biopolyméres protecteurs qui peuvent étre de la
maltodextrine, de I'amidon modifié, une gomme, ou une combinaison de biopolymeéres
[81].Ensuite la dispersion est homogénéisée pour réduire la taille des particules, puis
séchée par atomisation dans une chambre a air chaud soufflé[82].La taille moyenne des
microparticules obtenues par nébulisation séchage est typiquement comprise entre environ
lum et 200 pm et le taux d’encapsulation est limite a environ 407 (en masse). Les
microparticules sont des microsphéres, avec une forme sphérique quelque fois perturbée
par la présence de défauts ou déformations tels que des caracteres ou des structures

spongieuses [65].

C/Gélification des gouttes
Elle est basée sur la formulation d’une solution, }

dispersion ou émulsion de matiére active dans une

solution aqueuse de polymeres capables de former Matiéra setive
. L, . . Iution d'algi nata
des gels sous une action extérieure, physique ou e Sadium

chimique. Dans le cas de I’alginate de sodium, les

gouttelettes formées par extrusion a travers une buse

vibrante, sont réceptionnées dans une phase aqueuse *a% %

gélifiante contenant du chlorure de calcium .Elles se ?1,‘3-::{3.‘1532{3 et
transforment instantanément en des microparticules Figurel.11.Gélification de gouttes :
de gel sphérique (figure 1.11) [65]. schéma de principe [65]

D/Congélation des gouttes

Elle consiste a préparer un fond d’un matériau enrobant, généralement un corps dont le
point de fusion est compris entre 50 et 120°C,dans lequel la matiére active est solubilisée
ou dispersée soit sous forme particuliere solide, soit sous forme microgouttelettes
d’émulsion inverse E/H. Cette préparation fondue et maintenue a une température

supérieure a la température de fusion du matériau enrobant et extrudée sous pression a

-
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travers une buse vibrante, le jet fondu est sectionné sous forme de gouttelettes sphériques

de taille uniforme. Ces gouttelettes se refroidissent dans le milieu de chute (air froid,
azote...) (figure 1.12) [65].
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sOUE pression

Burza vibrante

N
Sectionnement I'\_/'l Cirifice de la buse

du jet _I-“;_\I
p—y

Formation de gouttes

™
'I(-.:_- ] sphériques et chute
en chapslet onganizs
ol ladistance
ra ertre dews gouttes
I‘k_/'l st constante

l Refroidissement

O Microparicukes solides

Figurel.12.Congélation de gouttes : schéma de principe [65]

Les différentes méthodes d’encapsulation sont récapitulées dans le Tableau 1.4.
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Tableau 1.4. Classification des techniques d’encapsulation selon

La nature du procédé [65,73]

Type de Mode d’encapsulation | Gamme de tailles de | Types de produits
procédé microcapsules obtenus
obtenues
Procedes Séparation de phases ou 2—1200 um Microcapsules
physico- coacervation (simple ou Microspheres
chimiques complexe)
Evaporation — extraction 0.5-200 pm Microsphéres
de solvant
(émulsification)
Gelification thermique Microspheres
d’emulsions (hot melt)
Procédés Polycondensation 2-2000 pm Microcapsules
chimiques interfatiel
Polymeérisation 2-2000 um Microcapsules
interfaciale
Polymérisation en Microspheres
milieu
disperse par voir
radicalaire
ou anionique
Procédés Nébulisation/séchage 1-200 um Microsphéres
mécaniques (spray driying
Gélification ou 200-800 pum Microspheres
congélation
de gouttes (priling)
Enrobage en lit fluidize 35-5000 pm Microcapsules
(spray-coating
Extrusion/sphéronisation >200 um Microspheres

1.5.7.Domaines d’application des microparticules

Les microparticules présentent un trés large champ d’applications puisqu’il va du

domaine pharmaceutique au domaine alimentaire en passant par la cosmétique, la

parfumerie, les produits phytosanitaires, la chimie, le domaine biomédical... Une des

premiéres applications de la microencapsulation a été le papier autocopiant sans carbone a

base de microcapsules d’encre sensibles a la pression.

Depuis les années 80, la communication olfactive s’est développée sous forme d’encarts

parfumés dans les magazines pour faire connaitre un parfum ou un adoucissant. Des encres

-
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contenant des microcapsules enferment le parfum et le libérent au moment opportun.
Récemment, le domaine du textile utilise les microparticules pour parfumer les tissus ou
déposer sur la peau des actifs cosmétiques.

D’autres applications sont a I’étude comme les répulsifs pour insectes, les colorants, les
vitamines, les antimicrobiens ou encore les cristaux liquides. Dans le domaine
pharmaceutique, certaines stratégies de déelivrance sur site telles que la chimio-

embolisation ou I’implantation intracranienne sont spécifiques aux microparticules [83].

1.6. Libération contr6lée d'une matiere active
1.6.1. Introduction

La mise au point de systeme médicamenteux a libération véritablement contrélée
nécessite, plus que toute autre forme galénique, une connaissance approfondie des notions
de cinétique en rapport avec les différents mécanismes de mise a dispositions de principe
actif (PA). Cette connaissance s’impose en raison de la durée méme du processus de
libération et par le fait que, dans ce type de forme, la libération est réellement régie par la
nature et la structure du systéme.

Par définition, le rble d'un systeme a libération controlée est de délivrer la bonne
quantité d'un principe actif, au bon endroit et au bon moment. En effet, la voie et le mode
d’administration, la durée et le site d’action de I’agent sont autant de facteurs a considérer.

D’un point de vue pharmacocinétique, avec une formulation conventionnelle, la
molécule est libérée immédiatement entrainant un pic sérique élevé voire toxique. Ensuite,
la concentration décline plus ou moins rapidement en fonction du métabolisme de la
molécule, ce qui peut donner lieu a une période d’inefficacité jusqu’a 1’administration
suivante du médicament. Le seul moyen d’éliminer les pics et les creux des concentrations
plasmatiques d’une thérapie conventionnelle, était une perfusion intraveineuse
permanente. Par contre, un systeme a libération controlée permet de maintenir la
concentration sérique d’un principe actif, inclue dans sa marge thérapeutique, sur une
longue période et avec une seule administration.

Le systeme idéal de libération contrélée doit de plus étre biocompatible, simple a
stériliser, facile a utiliser pour le patient; il doit en outre permettre d’incorporer une
grande quantité¢ de principe actif qu’il doit protéger des enzymes du corps humain et doit
se dégrader ou étre éliminé sans probléme. Enfin, il doit présenter un profil de cinétique

de libération du principe actif correspondant a 1’objectif recherché.
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Beaucoup de ces systemes sont fondés sur des polymeéres dont la structure n’évolue pas

dans le corps humain. Cependant, les efforts de recherche se concentrent maintenant dans

le domaine des polymeres biodégradables. Ces polymeéres sont dégradés dans 1’organisme

suite a un processus biologique ; il n’est donc pas nécessaire de les retirer une fois la

libération du médicament est effectuée.

Le Tableau 1.5 résume les principaux polymeéres utilises pour 1’encapsulation et des

exemples d’application.

Tableau 1.5. Principaux matériaux enrobant utilisés

Dans les procédés d’encapsulation [84].

Principaux matériaux enrobant

Exemple de domaines d’application

Polymere d’origine naturelle

Gélatine

Aromes, Parfums, Pharmacie, Autocopiants...

Alginate de sodium

Biomédical : encapsulation de cellules
Aromes, Cosmétique, Parfums, Phytosanitaire. ..

Chitosane Pharmacie, biomédical...

Amidon Alimentaire : encapsulation d’arémes, d’huiles
essentielles ou aromatiques, de vitamines et
d’épices.

Pectine Alimentaire, Pharmacie, Cosmétique...

Polymeéres cellulosiques

Ethylcellulose (EC)

Esters de cellulose entérosolubles

Pharmacie
Masquage de godt
Libération prolongée ou déclenchée

Polymeres synthétiques

Polyoléfines

Chimie, Biomédical, Phytosanitaire

Copolymeres (acrylo-) vinyliques

Libération prolongée ou déclenchée par élévation de
température

Lipides et cires

Glycérides

Cires (d’abeilles, carnauba)

Pharmacie
Cosmétique
Chimie...

.
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1.6.2. Meécanismes de libération controlée
1.6.2.1. Libération par diffusion

La diffusion se produit quand un principe actif traverse le polymere qui forme le
systeme de libération. La diffusion peut se produire a 1’échelle macroscopique (a travers
les pores de la matrice) ou a I’échelle moléculaire par le passage entre les chaines de
polymeres. Les exemples de systemes de libération par diffusion sont montrés sur les
figures 1.13 et 1.14.

Temps

Figure 1.13. Libération par diffusion [85]

Dans la figure 1.13, un polymére et un principe actif ont été mélangés pour former un
systéme homogéne, également désigné sous le nom d’un systéme matriciel. La diffusion se
produit quand le principe actif passe de la matrice polymére vers I’environnement externe.
Comme le dégagement est continu, le taux diminue avec ce type de systéme, puisque le
principe actif a progressivement une distance plus longue a traverser et ¢’est pourquoi il a
besoin d’un temps de diffusion plus long pour étre libéré [85].

Pour les systéemes réservoir représentés sur les figures 1.14a et 1.14b, le taux de la
libération de principe actif peut rester constant. La seule structure limitant la libération de
principe actif est la couche de polymere entourant le réservoir. Puisque le film de polymeére
est essentiellement uniforme et d’une épaisseur constante, le taux de diffusion de principe
actif peut étre maintenu stable durant toute la vie du systeme de libération. Le systeme
montré dans la figure 1.14.a est représentatif pour un systeme de libération (réservoir)
injectable ou orale, tandis que le systéme représenté sur la figure 1.14.b illustre un systeme
de libération transdermale, dans lequel seulement un coté du dispositif livrera réellement le

principe actif [85].

2|
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Figure 1.14.Mécanisme de libération par diffusion (orale et transdermale) [85]

Pour les systemes de diffusion contrdlée décrits auparavant, le dispositif de libération de
principe actif est fondamentalement stable dans le 1’environnement biologique et ne doit
pas changer sa taille aprés la dégradation ou le gonflement. Dans ces systéemes les
combinaisons, matrice de polymére et agents bioactifs choisies doivent autoriser la
diffusion du principe actif a travers les pores ou la structure macromoléculaire dans
I’environnement biologique sans introduire aucun changement dans le polymeére lui-méme

[86].

1.6.2.2. Libération par gonflement suivi d’une diffusion

Il est également possible que un systéme de libération soit congu de telle sorte qu’il soit
incapable de libérer son agent actif jusqu’a ce qu’il soit placé dans un environnement
biologique approprié. Les systemes de libération contr6lée par gonflement sont
initialement secs et quand ils sont placés dans le corps, ils absorberont 1’eau ou autres
fluides du corps et gonfleront. Ces systemes permettent la diffusion du principe actif a
travers le réseau gonflé dans 1’environnement externe. Les exemples de ces systémes sont
montrés sur les figures 1.15.a et 1.15.b pour les systemes réservoir et matriciel
respectivement. La plus part des matieres utilisées pour ces systemes sont les hydrogels

(absorbent de I’eau ou autres fluides sans étre dissoutes) [87].
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Figure 1.15.Libération par gonflement [87]

La capacité du gonflement d'un polymere se manifeste quand ce gonflement peut étre
déclenché par un changement de I'environnement entourant le systtme de la
libération.Dépendant du polymeére, le changement environnemental peut impliquer le pH,
la température, ou la force ionique, et le systétme peut se rétrécir ou gonfler par le
changement de I’un de ces facteurs environnementaux [88].

Les schémas de la figure 1.16 illustrent les changements de base de la structure de ces
systemes sensibles. De nouveau, pour ce type de systeme, la libération du principe actif est
accomplie seulement quand le polymere gonfle. Puisque plusieurs polyméres (sensible aux
pH), potentiellement les plus utiles, gonflent aux valeurs élevées de pH et s'effondrent aux
basses valeurs, la libération de médicament se produit sur une augmentation du pH du
milieu extérieur. De tels systémes sont idéaux pour I’administration orale, dans laquelle le
principe actif ne se libére pas au niveau de I'estomac (pH acide) mais plutbt aux valeurs

élevées de pH dans intestin supérieur.

-

C.Flﬂngl:'ln pH.
temporatureg, ar
innik: strength

Figure 1.16. Libération par gonflement suivi d’une diffusion [89].

1.6.2.3. Libération par dégradation
La plupart des polymeres biodéegradables se dégradent par hydrolyse en composés de
taille de plus en plus faibles, biologiquement éliminables. Dans certains cas les produits de

la dégradation entrent dans un processus métabolique. La dégradation peut s’effectuer
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selon une hydrolyse en masse (la dégradation est uniforme dans toute la matrice
polymeére), comme le montre la figure 1.17a.

Pour quelques polymeres deégradables, notamment les polyanhydrides et les
polyorthoesters, la dégradation se produit uniquement sur la surface du polymere, ayant
pour résultat un taux de rejets qui est proportionnel a la surface du systéme de la libération

de principe actif (voir la figurel.17b) [89].

Figure 1.17.La libération par degradation [89]

1.6.3.Parametres influencant la libération d'un PA
Il est a noter que les principaux parametres influengant la libération d'un PA encapsulé

sont:
+ Solubilité du PA dans le milieu de libération et dans la paroi polymérique ;
+ Taux d'encapsulation ;
+ Interactions chimiques entre le PA et polymére ;
+ Caractéristiqgues morphologique de systeme de libération (porosité, tortuosité,

surface, forme) ;
+ Caractéristiques de polymeére tel que poids moléculaire (Des études récentes
montrent que les polymeres de faibles poids moléculaires présentent une porosité

plus élevé que d'autre, donc une libération plus élevée) [90].

1.6.4.Profils de libération obtenus a partir de difféerents types de microparticules
La diffusion du PA selon les modes de la cinétique de libération obéit aux allures de la
figure 1.18. A partir des microcapsules, on peut obtenir des cinétiques de libération d'ordre

0 ou dordre 1 (profils A et D), en fonction de la solubilité dans I'eau de la matiere

o
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active.Les cinétiques d'ordre O peuvent étre modifiées dans leur phase initiale: soit la
vitesse de libération est exagérément marquée en raison de la présence d'un excés de
matiere active dans la membrane (profil B), soit un temps de latence qui précede la
libération, temps nécessaire par exemple pour que le principe actif diffuse a travers la
membrane, avant d'atteindre le milieu extérieur (profil C).A partir de microsphéres, la
cinétique obeissant a la loi d'HIGUCHI (profil E)[65].

Pourcantage de matigra
active libaras

10 0

L=k,

Bl

40

Z0

L

)

19
Termps (semainas)

B et D rnicroca peula

B: microca peule présantant un affet de burst
C: microcs psula préasantant un tamps de latence
E: microzphéra

Figure 1.18. Profils de libération obtenus a partir de différents

Types de microparticules [65]

Les microparticules a libération prolongée sont trés largement utilisées dans les

domaines agroalimentaire et pharmaceutique [65].

|1.7.Conclusion

A la lumiére de ce chapitre, nous avons pu connaitre des processus de haute
technologie, c¢’est la microencapsulation.Ces processus sont largement utilisés pour obtenir
des systemes a libération contr6lée d’un médicament. Beaucoup de ces systemes sont
fondés sur des polymeres biodégradables.La formulation la plus fréquemment utilisée pour
ces systemes est les microparticules (morphologies plus efficaces pour la
libération).Egalement on a pu savoir I’intérét porté par un polysaccharide d’origine végétal

dans le domaine industriel. Il s’agit de la pectine, présente dans la plus part des plantes,
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trés utilisée dans 1’industrie agroalimentaire pour ses diverses propriétés (gélifications,

stabilités, émulsifications...etc.) et montre sa présence également dans le domaine
médicamenteux.




Conclusion genérale

A travers ce présent travail on s’était proposé de valoriser un polymere naturel ; la
pectine dans la formulation des systemes de vectorisations des principes actifs; les

microsphéres, les microparticules et les membranes.

La caractérisation de 1’agent enrobant (les pectines) a révélé qu’on était en présence de
deux types de pectines ; une pectine de pomme hautement (DE > 50%), et une pectine du
citron faiblement méthylée (DE <50%).

Les différentes caractérisations des beads formulés par la méthode de gélification de
gouttes en utilisation la pectine faiblement méthylée montrent que :
- Les beads ont des formes sphériques avec une certaine polydispersité en taille;
- Les microspheres marguent une bonne résistance dans un milieu acide (pH=2)
comparé aux milieux neutre et basique (pH = 7 et pH = 8);
- L’étude de la cinétique de libération des deux principes actifs étudiés (Pénicilline G
et ampicilline) est meilleure dans le milieu acide et elle est favorisée par les beads

formulés par le procédé d’absorption.

L’encapsulation du principe actif par la pectine hautement méthylée en utilisant la
méthode d’émulsification-évaporation du solvant, nous a permis d’obtenir des
microparticules. Par ailleurs 1’é¢tude de la cinétique de libération des principes actifs a
travers ces microparticules montre qu’une meilleure libération est toujours favorisée dans

le milieu acide.

D’une autre part, les membranes de pectines chargées des principes actifs formulées par
la méthode de gélification, représente une nouvelle forme des systémes de vectorisation
des principes actifs. Les différents tests effectués sur ces membranes révélent que :

- Le milieu acide est un milieu de choix pour une bonne libération des principes
actifs encapsulés dans les membranes de pectines;
- Le procédé d’absorption favorise toujours la meilleure libération comparé a celui

du mélange initial ;

.



- Lacinétique de libération a travers ces membranes est rapide par rapport aux autres
systemes (microsphéres et microparticules) ou les mémes concentrations de
0,016¢/1 libérées en 80 min pour les systemes des membranes ont été libérees en

120 min et en 300 min pour les microparticules et microsphéres respectivement.

Cependant, il faut signaler que ce travail est loin d’étre achevé, et, il serait intéressant de
pour suivre cette recherche en utilisant les moyens de caractérisations les plus appropriées

(MEB, nanosizer,....).
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Chapitre II : Etude expérimentale; résultats et discussions

11.1. Introduction

L’¢étude expérimentale, réalisée au sein du laboratoire thermodynamique au niveau du
hall technologique de I’université de Médéa, a été consacrée a la valorisation d’un
hétéropolysaccharide d’origine végétale (les substances pectiques) dans le domaine de la
microencapsulation. Le travail est réalisé sous forme d’une étude comparative entre trois
systéemes de vectorisation des matiéres actives (pénicilline G sodique et ampicilline
sodique) a savoir les beads, les microparticules et les membranes.

Pour ce faire deux types de pectines hautement et faiblement méthylées issues de
différentes sources végetales ont été utilisées.

A cet égard, nous avons suit les points suivants :

> Caractérisation physicochimique des pectines;

» Formulation des beads chargés de principes actifs par le procédé de gélification
de gouttes;

» Formulation des microparticules chargées des principes actifs par le procédé
d’émulsification ;

» Encapsulation des principes actifs dans des membranes pectiques;

» Caractérisation physicochimiques des trois systémes d’encapsulation formulés;

» Etude de la cinétique de libération du principe actif par spectrophotomeétrie ultra-
violet (UV).

11.2. Matériels et produits
11.2.1. Matériels
= Agitateur magnétique ;
= Balance électronique ;
= Microscope optique type Optch ,optical technology Mod. B4(Germany);
= Spectrophotomeétre infrarouge a transformée de Fourier(FTIR);
= FEtuve,
= Spectrophotometre UV visible(UV mini1240-SHIMADZU);
» Four a moufle type LM312.06, DB 005001, NertZ : 230V/50HZ/2.8KW,
=  pH-métre.

-
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11.2.2. Produit utilisés

Pectine de pomme (Pp) et pectine de citron (Pc) ;
Acide chlorohydrique (HCI);

Hydroxyde de sodium (NaOH);

Phosphate monopotassique K (H2PO,);
Chlorure de potassium (KCI);
Chlorure de calcium (CaCly);
Ethanol (C,HsOH);
Chlorure de sodium (NaCl);
Phénolphtaléine;

Eau distillée;

Acétone;

Héxadécane;

Span 60;

Deux principes actifs

+ Pénicilline G sodique :
Nom propre : Pénicilline G sodique;
Nom chimique : Sel sodique de I’acide diméthyl-3,3
0x0-7 [(phénylacétyl)amino)-6 thia-4
aza-1-bicyclo [3.2.0] heptane
carboxylique-2.

Formule développée:

Formule moléculaire : C15H17N2NaO4S

Masse moléculaire : 356,37 g/mol




Chapitre II : Etude expérimentale; résultats et discussions

+ Ampicilline sodique:
Nom propre : Ampicilline sodique;
Nom chimique : Sel monosodiquedeD (-)-6- (2-amino-2-
phényl-acétamido) -3,3- diméthyl-7
0x0-4-thia-1
aza-bicyclo[3.2.0] heptane,-2
carboxylate de méthyle

Formule développée:

H. GOONg
0 3 CHj
H \\\\h—-N
Ol | [ow
—CONH [ S
H H

NH,

Formule moléculaire: C1H1sN3NaO4S

Masse moléculaire: 371,39 g/mol.

11.3. Caractérisation physicochimiques des pectines
Avant de passer a la formulation des systemes de libération des principes actifs, les

deux pectines utilisées ont été soumises a des tests physicochimiques appropriés.

I1.3.1. Détermination de degré d’estérification (DE)

La détermination du degré d’estérification a été faite par la méthode titrimétrique. Un
échantillon de pectine (500mg) est transféré dans un erlenmeyer de 250ml, humidifié par
2ml d’éthanol, I’ensemble est dissous dans 100ml d’eau distillée. Aprés la dissolution
compléte, la solution est titrée avec NaOH (0.5M) en présence de phénophtaléine. Le
résultat est enregistré comme titre initial.A la solution précédente, 10ml de NaOH (0.5M)
a été ajoutée, et le mélange est agité rigoureusement et laissé reposer 15min a la
température ambiante, puis 10ml d’HCI (0.5M) a été ajoutée puis agité jusqu’a la
disparition de la couleur rose. La solution ainsi obtenue est titré avec NaOH (0.5M)
jusqu’au changement de la couleur (apparition d’une couleur rose) ce volume de titrage est
enregistré comme le titre final. Le degré d’estérification, exprimé en pourcentage, est

calculé par la formule suivante [91] :

0
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DE(%) = —aoefimal . 10g (11.2)

titre initial+titre final

Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau I1.1.

Tableau 11.1. Degré d’estérification des pectines

Echantillon Pp Pc

DE(%) 74 32

La détermination du degré d’estérification, nous a permis de distinguer deux types de

pectines :

» Une pectine hautement méthylée avec un degré d’estérification supérieur a 50% et
qui est de I’ordre de 74% (il s’agit de la pectine extraite a partir de pommes);

» Une pectine faiblement méthylée avec un degré d’estérification de 1’ordre de 32%
(inférieur a 50%). Cette pectine est issue des écorces du citron.

Il est a noter que le DE est un paramétre d’intérét qui influence fortement la solubilité

des pectines et leur tendance de former un gel.

11.3.2. Teneur en humidité

La teneur en humidité a été calculée selon la méthode proposée Mc Cready [92]. Un
échantillon de pectine (1g) est chauffé dans I’étuve a 105°C pendant 5h, (1I’échantillon est
gardé pour la détermination de taux de cendre).

La teneur en humidité (H) est exprimée en pourcentage et elle est donnée par la formule

suivant :
H (%) = 22 (11.2)
Py

Avec:
Po: Poids initial de la pectine en g;

P, : Poids de la pectine apres séchage en g;

0
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Les résultats obtenus sont enregistrés dans le Tableau I1.2.

Tableau I1.2. Teneur en humidité des pectines

Echantillon Pp Pc

H (%) 11 9

Les résultats obtenus montrent que les deux types de pectines ont des teneurs en
humidité inférieurs a 11%. Ce niveau de perméabilité permet une bonne conservation des
pectines. Il faut noter ici que, le mode de stockage a aussi une influence sur la teneur en
humidité. De ce fait, il faut stocker les pectines dans des flacons hermétiquement fermés et

dans des endroits secs.

11.3.3. Taux de cendres
Un échantillon de pectine (1g) a été incinéré dans un four a moufle a 600°C pendant 4h,
puis refroidie et stocké dans un dessiccateur. Le taux de cendre (C%) est exprimé en

pourcentage, et il est donné par la formule suivant [92]:

C(%) = i—ix 100 (I1.3)
Avec :
P1 : masse initial de la pectineeng ;
P, : masse de la pectine apres incinération en g ;

Les résultats du taux de cendre sont enregistrés dans le Tableau 11.3.

Tableau 11.3. Taux de cendre des pectines

Echantillon Pp Pc

C (%) 241 | 19,8

Les cendres sont souvent les oxydes des métaux restés aprés calcination de toute la

matiére organique. Donc, 1’analyse des résultats donnés dans le Tableau 11.3, nous permet

.
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de dire que la pectine de citron est riche en minéraux avec un taux de cendre de 19,9%

comparée a la pectine de pomme avec un taux n’accédant pas les 3%.

11.3.4. Analyse par spectroscopie infrarouge a transformer de Fourier (FTIR)
11.3.4.1. Principe

La Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (ou FTIR : Fourier Transformed
Infra Redspectroscopy) est basée sur l'absorption d'un rayonnement infrarouge par le
matériau analysé. Elle permet via la détection des vibrations caractéristiques des liaisons
chimiques, d'effectuer I'analyse des fonctions chimiques présentes dans le matériau.

Lorsque la longueur d'onde (I'énergie) apportée par le faisceau lumineux est voisine de
I'énergie de vibration de la molécule, cette derniere va absorber le rayonnement et on
enregistrera une diminution de l'intensité réfléchie ou transmise.

Le domaine infrarouge entre 4000 cm™ et 400 cm™ (2,5 — 25 um) correspond au
domaine d'énergie de vibration des molécules. Toutes les vibrations ne donnent pas lieu a
une absorption, cela va dépendre aussi de la géométrie de la molécule et en particulier de
sa symetrie. Pour une géométrie donnée, on peut déterminer les modes de vibration actifs
en infrarouge grace a la Théorie des Groupes.

La position de ces bandes d'absorption va dépendre en particulier de la différence
d'électronégativité des atomes et de leur masse. Par conséquent a un matériau de
composition chimique et de structure donnée va correspondre un ensemble de bandes
d'absorption caractéristiques permettant d'identifier le matériau. L'analyse s'effectue a l'aide
d'un spectrometre a transformée de Fourier qui envoie sur I'échantillon un rayonnement
infrarouge et mesure les longueurs d'onde auxquelles le matériau absorbe les intensités de
I'absorption [93,94].

11.4.3.2. Protocole expérimental

Les spectres FTIR ont été obtenus pour des pastilles de pectine/KBr, la proportion de
pectine étant de 1%.

Pour fabriquer les pastilles, la pectine est broyée en présence du KBr, le mélange est
ensuite comprime sous une pusse (presse) Perkin-Elmer. Nous avons obtenus des pastilles
translucides. Les spectres d’absorption infrarouge ont été enregistrés dans la gamme de
nombres d’onde comprise entre 400 et 4000cm™, avec une résolution de 8cm™ et un

nombre de scanne égale a 128.

.
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11.4.3.3. Resultats

Les spectres FTIR obtenus pour les deux pectines : Pp et Pc sont représentés sur les
figures 1.1 et 11.2.

Les spectres FTIR des deux types de pectines donnent des pics, spéecifique aux
substances pectiques, pour un certains groupements : les pics d’absorption entre 3200 et
3600 cm™ correspondent & I’absorption O-H et entre 2900 et 3000 cm™ correspondent &
I’absorption C-H (CHs). Les bandes entre 1730 et 1750 cm™ représentent les groupes
carbonyles esters COOCH; et entre 1600 et 1630 cm™ les ions carboxyles COO". Les pics
entre 1330 et 1430 représentent ’absorption C-H (CHs), entre 1000 et 1200 cm™
(Elongation C-C-O) et entre 800 et 1100 cm™ (liaisons glucidiques).

L’analyse du spectre FTIR de la pectine de pomme (Figure 11.1), montre également que
I’intensité du pic & 1700 cm™ est supérieure & celle du pic & 1600cm™. Ceci indique que la
pectine de pomme est riche en groupements COOCH3; comparé aux groupements COOH.
Ce résultat confirme ’appartenance de la pectine de pomme a la classe des pectines
hautement méthylées (DE > 50%).

Cependant, le spectre FTIR de la pectine de citron (Figure 11.2) indique que cette
derniére est vraiment dite faiblement méthylée (DE<50%) ou on remarque que I’intensité
du pic & 1700 cm™ est inférieur a celle du pic & 1600cm™. Ceci montre bien que la pectine

de citron est riche en groupements COOH comparé aux groupements COOCHys.
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ABS

Figure 11.1. Spectre FTIR de la pectine de pomme

40000 30000 20000 15000 10000 200
o

Figure 11.2. Spectre FTIR de la pectine de citron
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I1.4. Procédé d’encapsulation par gélification de gouttes
11.4.1. Préparation des beads de pectine vides

Dans I’optique d’étudier les propriétés des beads de pectines (propriétés morphologique,
Taux de gonflement...), nous avons opté en premier lieu pour la préparation des beads de

pectine sans principe actif.

11.4.1.1. Mode opératoire

Les beads ont été préparés par la méthode de gélification des gouttes [95]. Une solution
aqueuse de pectine (5% en poids) a été égouttée, a I’aide d’une aiguille d’une seringue de
diamétre de 0,5mm dans une solution de CaCl, (0.34M) sous agitation continue comme
I’illustre la figure 11.3. Les beads obtenus ont été laissés dans la solution de CaCl, pendant
20min. Apreés la filtration, les beads ont été lavés plusieurs fois par 1’eau distillée et enfin
laissés sécher a I’air libre.

Il faut signaler ici que les deux pectines (Pp et Pc) ont été utilisées pour la préparation

des beads.

SEge

zolution de pectine 57

FPecting — <

Amtateur —

Figure 11.3. Schéma du dispositif utilisé pour la préparation des beads

.
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11.4.1.2. Caractérisation des beads de pectine
A. Examen morphologique

L’examen morphologique effectué a 1’eeil nu montre que les beads obtenues pour la
pectine du citron (faiblement méthylée) ont dans 1’ensemble une forme sphérique, avec une
couleur allant de la transparence a la jaune pale. La figure 11.4, montre les beads obtenus
par la méthode de gélification de gouttes.

En ce qui concerne la pectine de pomme (hautement méthylée) nous avons obtenus des
plaques de différentes formes. C’est pour cette raison, nous avons continué qu’avec la
pectine du citron.

Le phénomeéne observé ici, peut étre justifié par la bonne solubilité des pectines

hautement méthylées comparée aux pectines faiblement méthylées.

Figure 11.4. Beads de pectine non chargés (vide)

De plus, une coupe des beads humides montre que ces derniers sont des spheres pleines
(absence de cavité). Ceci affirme la forme matricielle obtenue par la méthode de
gélification de goutte citée dans la littérature.

L’analyse de la figure 11.5
du test morphologique des beads (séchés et humides) réalisé par microscopie optique avec
un grossissement 160, nous a permis de confirmer la forme sphérique des beads. Aussi les
beads séchés représentent une bonne surface lisse et brillante par rapport au beads
humides.

E
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@ (b)

Figure 11.5. Examen sur la surface : (a)beads humides,(b)beads séchés

B. Test de porosité
La porosité des beads de pectine a été déterminée par la méthode de 1’éprouvette
graduée. La procédure expérimentale est résumée dans les étapes suivantes:
» Remplir une éprouvette graduée avec un volume V; d’eau distillée;
» Peser une masse m de beads séchée et I’introduire dans 1’éprouvette, le liquide
monte;
» Noter le nouveau volume V;
» Laisser pour un certain temps jusqu’a ce que le volume reste constant, noter le

nouveau volume Vs;

La masse volumique des beads a été calculée par la relation suivante :
m

= ———< (IL.4)
Pbeads (VZ _ Vl)

Avec :
p: masse volumique en g/l ;
m : masse des beads séchésen g ;

(V2-V1) : volume des beads en | ;

La porosité des beads (P), exprimée en pourcentage, a été calculée par la relation

suivante:
__Volumeduvide _ (V,-V3)

(11.5)

volume total (V1—-V3)

46
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Les résultats obtenus montrent que les beads, préparés a partir de la pectine du citron,

ont une masse volumique de 0,1336 kg/l, et possédent une porosité de 1’ordre de 25 %.

C. Test du gonflement et résistance des beads

Le test de gonflement et éventuellement la résistance des beads de pectine ont été

réalisés dans trois milieux de différents pH. Pour ce faire, une masse des beads séchés est

mise dans un certain volume d’une solution tampon a pH égal a 2, 7 et 8. Aprés 24 h de

contact sous agitation continue, les beads sont filtrés, et leur masse est mesurée a nouveau.

Des mesures des masses ont éte également réalisées apres 1h et 5h de contact.

Il faut noter ici que ces tests ont été fait a deux températures; la température ambiante
(=24°C) et a 37°C.

Les résultats obtenus sont enregistrés dans le Tableau 11.4.

Tableau 11.4. Test du gonflement

Température Milieu Masse Masse apres | Masse apes | Masse apres
initiale () 1h (g) 5h () 24h (g)

pH =2 0,3 0,319 0,319 0.319
pH=7 0,3

Température | pH =8 0,3

ambiante Eau distillée | 0,36 0,428 0,430 0.430
pH =2 0,3024 0,4097 0,4098 0.4098
pH=7 0,3

Température | pH =8 0,3

de 37°c Eau distillée | 0,3013 0,430 0,433 0.433

--- . Dégradation compléte des beads.

L’analyse des résultats du Tableau I1.4, montre que 1’acidité du milieu a une grande
influence sur le taux du gonflement des beads ainsi que sur la résistance de ces derniers.On
remarque que pour les deux températures étudiées, les beads de la pectine du citron
marquent une bonne résistance dans un milieu acide de pH= 2 comparé aux autres milieux;
neutre et basique dans lesquels la dégradation de la membrane pectique est apparue apres

1h et 30 min de contact.

-
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Les résultats trouvés montrent également que les beads de pectine se gonflent fortement
dans I’eau distillée (pH ~ 6,8) avec un taux de gonflement allant jusqu’a 7%. Cependant un
taux de gonflement de 1’ordre de 1,7% est enregistré dans le cas du milieu acide (pH=2).

De plus, on remarque que les beads de pectines résistent dans 1’cau distillée (pH = 6,8)
qui est un milieu neutre par contre ils se dégradent rapidement dans un milieu tampon
neutre (pH = 7). Ces résultats nous permettent de dire que la composition du milieu a une

grande influence sur la résistance des beads.

11.4.2.Préparation des beads de pectine chargés

La préparation des beads chargés a été effectuée selon deux procédés et avec deux types de

principes actifs qui sont : la pénicillineG et I’ampicilline.

11.4.2.1. Méthode du mélange initial (procédél)

Pour cette méthode, une solution aqueuse contenant 5% de pectine et 1% de PA (en
masse) est égouttée sous faible agitation a 1’aide d’une aiguille d’une seringue dans une
solution de CaCl; (0.34M). Puis les beads chargées en PA (figure 11.6) sont laissés 20min

dans le CaCl,, filtrés, lavés plusieurs fois avec I’eau distillée, et enfin séchés a ’air libre.

(@)

Figure 11.6. Beads préparés par procédé 1,

(a) : avec pénicilline, (b): avec ampicilline

E
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11.4.2.2. Méthode d’absorption (procédé 2)
Cette meéthode consiste en une absorption des principes actifs par des beads vides

humides préparés de la méme méthode décrite dans la section 11.4.1 de ce chapitre.Apres
24h de contact, les beads sont filtrés, lavés plusieurs fois avec 1’eau distillée et enfin séchés

a lair libre. La figure 11.7 représente les beads obtenus par la méthode d’imprégnation.

Figure 11.7. Beads préparés par procédé 2,

(a): avec ampicilline, (b): avec pénicilline

11.4.2.3. Caractérisation des beads chargés par FTIR

Dans le but de confirmer la contenance du PA dans le réseau pectique, une analyse par
FTIR a été effectuée pour les beads chargés en pénicilline.

L’encapsulation du PA par la pectine résulte dans 1’apparition des nouvelles bandes IR
caractéristiques du PA comme le montre la figure 11.8.

L’analyse de la figure I1.6 montre ’apparition de nouvelles bandes & 833 et 536
cm™ assignées au cycle aromatique et aux groupements N=C=0O caractéristique de la

pénicilline.

E




Chapitre II : Etude expérimentale; résultats et discussions

1.4

ABS

1.2

1.0

(R=]

Figure 11.8. Spectre FTIR des beads chargés en pénicilline

11.4.2.4. Cinétique de libération des PA a travers les beads

L’étude de la cinétique de libération du PA a travers la membrane pectique a été
effectuée au moyen du dosage par spectroscopie UV-visible.

La spectroscopie UV-visible est basée sur la capacité des molécules d’absorber une
radiation électromagnétique. En pratique, la spectroscopie UV-visible est largement
utilisée pour diverses applications dont la détermination des concentrations par utilisation

d’une courbe d’étalonnage est la plus connue.

A. Principe de la spectroscopie UV-visible

La substance a analyser est exposée a une radiation lumineuse de longueur d’onde « A »
déterminée ou variable. Une partie de cette lumiére (Io) est absorbée par cette substance,
provoquant de ce fait des changements dans la molécule, I’autre partie de la lumiére est
transmise (I). L’absorption de cette radiation est déterminée par la loi de Beer-Lambert

donnée par la relation suivant [96]:
I
T=>2= e&cl (11.6)

Avec
lo: Intensité de la lumiére incidente ;

| : Intensité de la lumiére transmise ;

2
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€ : Coefficient d’extinction dépendant de la nature de la substance et de la longueur
d’onde de la radiation ;
¢ : Concentration de la substance analysée(en mol/l) ;
| : Epaisseur traversée(en cm) ;
T : Transmittance.
L’absorbance (ou densité optique) est donnée par la relation suivante :

A (DO) =-logT (11.7)

B. Détermination de la courbe d’étalonnage

Pour déterminer la courbe d’étalonnage, nous avons préparés des solutions du PA par
dilution de la solution mere dont les concentrations obtenues varient entre 0,002 et 0,02¢/1.
La densité optique (DO) a été mesuree pour chaque concentration a une longueur d’onde
A=216nm pour la pénicilline et 236 nm pour I’ampicilline. Enfin nous avons tracé la
courbe d’étalonnage représentant 1’évolution de la DO en fonction de la concentration
(DO=f1(C)).

Il faut noter ici que les deux longueurs d’ondes ont été déterminées expérimentalement
et ceci en effectuant un balayage des longueurs d’ondes pour une solution a une
concentration donnée. La langueur d’onde correspondante a 1’absorbance la plus élevée est
notée comme A adéquate pour un tel échantillon.

Les deux courbes d’étalonnages obtenues pour les deux principes actifs sont données

sur les figures 11.9 et 11.10.

-
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Figure 11.9. Courbe d’étalonnage de la pénicilline
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Figure 11.10. Courbe d’étalonnage de I’ampicilline

Les courbes obtenues sont des droites qui passent par 1’origine avec des coefficients de

corrélation R? = 0,99.
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A T’issue de ces courbes d’étalonnage, nous avons pu étudier la cinétique de libération

des PA a travers le réseau polymérique de pectine.

C. Protocole expérimental de la libération

Une masse des beads chargés est mise en contact avec une solution aqueuse de
différents pH sous agitation continue et a la température ambiante. L’étude de la cinétique
de libération est effectuée par le suivi de 1’évolution de la concentration du principe actif

libéré a des intervalles de temps réguliers de 10min.

D. Résultats et discussions
D.1. Libération dans un milieu neutre (pH = 7)

Les résultats des profils de libération des deux principes actifs a travers des beads
composites pectine/PA, obtenus dans un milieu neutre a la température ambiante sont
représentés sur les figures 11.11 et 11.12.

L’analyse de la figure II.11, montre que pendant les premieres 20 minutes, nous
observons une libération considérable de la pénicilline (0,01g/l) encapsulée par le procédé
d’imprégnation. Puis, nous remarquons une augmentation de la concentration du principe
actif libéré en fonction du temps d’une maniere monotone. Cependant, nous remarquons
une libération faible du PA encapsulé par le procédé du mélange initial et ceci pendant les
20 premiéeres minutes. Par la suite la libération est poursuite d’une maniére presque
constante jusqu’a une libération maximale de 1’ordre de 0,002 g/I.

Pour I’ampicilline, nous remarquons que les profils de libération pour les deux procédés
ont des allures presque identiques. Ce résultat nous permet de dire que la nature chimique
du principe actif a une influence sur la cinétique de libération a travers les vecteurs
polymériques. Egalement, nous remarquons que la concentration du principe actif libéré
augmente au cours du temps.

Pour les deux principes actifs encapsulés, nous remarquons que la quantité liberée a
travers les beads préparés par le procédé d’absorption est supérieur a celle libérée a travers
ceux préparés par le procédé du mélange initial. Ceci peut étre justifié par le type de
fixation du PA sur la membrane polymérique ; une fine dispersion du PA dans la matrice
polymérique pour le procédé 1. Alors que pour le procédé 2, I’absorption du PA par les

beads n’était pas le long de la matrice mais au niveau de la surface.

-
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Figure I11.11. Profil de la libération de la pénicilline

a travers les beads a pH =7
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Figure 11.12. Profil de la libération de I’ampicilline

a travers les beads a pH =7
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D.2. Libération dans un milieu acide (pH ~ 2)

Les résultats obtenus sont regroupés dans les figures 11.13 et 11.14.
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Figure 11.13. Profil de la libération de I’ampicilline
a travers les beads a pH =2

0,014 == Procédé 1
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C
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Figure 11.14. Profil de la libération de la pénicilline

a travers les beads a pH =2

Pour I’ampicilline, nous remarquons une libération remarquable durant les deux
premiéres heures, puis elle devient presque constante. Alors que pour la pénicilline, une
quantité considérable est libérée pendant les 40 premiéres minutes, puis elle augmente avec

le temps.
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D.3.Libeération dans un milieu basique (pH =~ 8)

Les résultats obtenus sont illustrés dans les figures 11.15 et 11.16.
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Figure 11.15. Profil de la libération de la pénicilline

a travers les beads a pH =8
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Figure 11.16. Profil de la libération de I’ampicilline

a travers les beads a pH =8
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I’analyse des figures I1.15 et I1.16 représentant la cinétique de libération du PA dans le
milieu basique, montre clairement la diffusion du PA dans le milieu extérieur des les
premieres 20 mn, cette libération évolue d’une manicre progressive au cours du temps
jusqu'a atteindre un maximum estimé a 0.006 g/l pour 1’ampicilline et 0.016 g/l pour la
pénicilline pour une durée de presque 5 h.

I1.5. Procédé d’encapsulation par émulsification
11.5.1.Préparation des microparticules de pectine par émulsification

Des microparticules chargées du principe actif ont été préparées par la méthode
émulsion-déshydratation citée Dashora et al. [97].

La pectine et le principe actif ont été dissout dans 20 ml d’eau distillée sous agitation
continue du jour au lendemain jusqu’a la dissolution compléte. Le rapport massique
PA/Pectine est de 1:3. Cette solution est dispersée dans 50ml d’hexadécane contenant
1,25% span 60 sous agitation continue jusqu’a 1’obtention d’une émulsion stable. Le
mélange est rapidement refroidi a 15°C, puis 50ml d’acétone ont été ajouté afin de
déshydrater les gouttelettes de pectine. Le systéme est maintenu sous agitation mécanique
a 1000 trs/min pendant 20 ~ 40 min a la température ambiante pour permettre I'évaporation
compléte du solvant.Les microsphéres obtenues ont été lavées avec de I'acétone, puis filtrés
enfin laissés sécher dans 1’étuve 40°C.

Il est a noter que des microparticules de pectines exemptes de principe actif ont été

également formulées dans les mémes conditions citées auparavant.

11.5.1. Caractérisation des microparticules
11.5.1.1. Examen morphologique

L’examen morphologique effectué¢ a 1’ceil nu, montre que les microparticules obtenues
sont des poudres fines comme le montre la figure 11.17. Ce type de produits, nécessitent en
réalité, des moyens plus lourds pour leur caractérisation citant a titre d’exemple ; le

nanosizer et la microscopie électronique a balayage.

-
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(@) (b)

Figure 11.17. Microparticules préparées par émulsification, (a)pénicilline, (b) ampicilline

11.5.1.2. Caractérisation par FTIR
Les spectres FTIR obtenus sont regroupés sur la figure 11.18.

E
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. hf“_'waJ I )

Figure 11.18. Spectres FTIR des microparticules de pectines ; A : pénicilline ;
B : Ampicilline ; C : sans PA.

L’analyse des spectres montre clairement 1’apparition de nouvelles bandes

caractéristiques des principes actifs encapsulés.
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11.5.2. Cinétique de libération du PA a travers les microparticules

Les résultats de 1’étude de la cinétique de libération a la température ambiante sous

différents pH sont regroupés dans les figures 11.19 et 11.20 pour I’ampicilline et la

pénicilline respectivement.
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Figure 11.19. Profils de libération d’ampicilline a travers
les microparticules a différents pH
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Figure 11.20. Profils de libération de la pénicilline a travers

les microparticules a différents pH
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D’apres ces résultats nous constatons que, la libération est influencée par I’effet de
I’acidité du milieu dans lequel s’effectue la libération comme 1’indiquent les allures des
courbes établies ou nous remarquons que la concentration et donc la quantité libéree est
directement proportionnelle a ’acidité du milieu. Donc plus le milieu est acide plus la

libération est meilleure. Ceci peut étre justifié¢ par I’affinité du PA vis-a-vis le milieu.

11.6. Procédé d’encapsulation dans des membranes
11.6.1. Préparation des membranes de pectines par gélification

La préparation des membranes chargées en PA a été également effectuée par deux
procédés (mélange initial et imprégnation).

Un volume de 16 ml d’une solution aqueuse a 3% de pectine et 1% de PA est coulé
dans une boite pétri. Puis les échantillons sont séchés dans I’étuve a 40°C jusqu’a
I’obtention d’un film continu. Par la suite une solution de CaCl, (0,34M) est ajoutée le long
de la surface de la membrane. Aprés 20 min de contact, I’exces de CaCl, est éliminé et les
membranes obtenues sont lavées a 1’eau distillée puis laissées sécher a 1’aire libre.

Des membranes de pectines sans principe actif ont été également préparées de la méme

maniere.

11.6.2.Caractérisation des membranes
11.6.2.1. Examen morphologie

L’examen morphologique effectué a I’ceil nu montre que les membranes obtenues sont
sous forme de réseau polymérique continu (film lisse). La figure 1l.21représente les
membranes de pectine non chargées avant et apres séchage et des membranes chargées

obtenues par les deux procédés.

.
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Figure 11.21. Membranes de pectines ; non chargées ; humide(a) et séchée (b) ;

Chargees : procéde 1 (c) et procédeé 2 (d)

L’analyse de la figure 11.22 du test morphologie d’une membrane séchée, effectué par
microscopie optique avec un grossissement x40, montre clairement I’apparence des pores
dans la matrice polymérique ce qui confirme la structure poreuse des membranes de

pectine.

Figure 11.22. Vue microscopique d’une membrane non chargée
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11.6.2.2. Libération a partir des membranes de pectine

Les résultats des profils de libération de I’ampicilline et la pénicilline a travers les

membranes des pectines, préparées par les deux procédes, obtenus a différents pH sont

représentés sur les figures 11.23, 24, 25 et 26.
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-k =-pH=7
a—=pH=§

0,007
0,006
0,005
0,004

Cb

0,003
0,002
0,001

0 20 40 60 B0 100 120 140 160
t (mim)

Figure 11.23. Profils de libération de I’ampicilline a travers les membranes

obtenues par le procédé 1 a différents pH
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Figure 11.24. Profils de libération de I’ampicilline a travers les membranes

obtenues par le procédé 2 a différents pH
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Figure 11.25. Profils de libération de la pénicilline a travers les membranes

obtenues par le procédé 1 a différents pH
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Figure 11.26. Profils de libération de la pénicilline a travers les membranes

obtenues par le procédé 2 a différents pH
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L’analyse des figures II. 23 a 26, nous permet de dire :
- La concentration des PA libérée est directement proportionnelle au temps ;
- Le milieu acide est un milieu de choix pour la libération de la pénicilline et
I’ampicilline a travers les membranes des pectines ;
- Le procéde par absorption représente toujours la meilleure libération par rapport a

celui du mélange initial.

11.7. Conclusion

De ce qui précede, nous pouvons tirer les points suivants:

» Le choix de I’agent enrobant est conditionné par la technique d’encapsulation
envisageée ;

» La pectine FM représente un bon agent d’encapsulation des principes actifs par la
technique de gélification de gouttes ;

» La cinétique de libération est meilleure dans le milieu acide et ceci pour les trois
systemes de vectorisations formuleés ;

» La libération a travers les systemes formulés par le procédé d’absorption est
meilleure par rapport a celle effectuée a travers les systemes formulés par les 3 de
libération des principes actifs a travers le systeme des membranes est rapide par
rapport aux autres systéemes (microsphéres et microparticules). Des concentrations
maximales de I’ordre de 0,016g/1 ont été libérées en 80 min pour les systemes des
membranes comparées aux micropraticules en 120 min et les microsphéres en 300

min.

.



