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Résumé

L’objectif principal de ce travail est de préparer et de caractériser des systémes encapsulés a
base d’un biopolymére contenant d’une maticre active. Le travail consiste a déterminer les
propriéts physico-chimiques et biopharmaceutiques des formulations obtenues.

Les paramétres dont dépend ces caractéristiques sont : la concentration du biopolymeére, la
concentration de 1’agent réticulant et autres.

Les différentes formulations obtenues ont été caractérisées par des analyses physico-
chimiques, biopharmaceutique, par des tests galéniques, ou une formulation optimale a été
ciblée.

Mots clés : Biopolymeére, encapsulation, matiére bioactive, extrait végétal, optimisation.

Abstract
The main objective of this work is to prepare and characterize encapsulated systems based on
a biopolymer containing an active ingredient. The work consists in determining the
physicochemical and biopharmaceutical parameters of the obtained formulations.
The parameters on which these characteristics depend are: the concentration of the
biopolymer, the concentration of the crosslinking agent and others.
The different formulations obtained were characterized by physico-chemical and
biopharmaceutical analyses, by galenic tests, or an optimal formulation was targeted.

Keywords: Biopolymer, encapsulation, bioactive ingredient, plant extract, optimization.
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Introduction générale

Les extraits végétaux ou les huiles essentielles sont utilisées via plusieurs secteurs : dans
I'agriculture, la nutrition, I'alimentation, le cosmétiques, et le biomedical, cependant, ces
substances sont oxydables et peuvent facilement perdre leurs propriétés. Actuellement, les
plantes médicinales occupent une place prépondérante dans le I'industrie pharmaceutique car
leurs effets sont connus et les effets secondaires sont trés négligeables. De plus, la
phytothérapie a un intérét symétrique pour fabriquer des nouvelles formes a libération
modifiée par rapport aux drogues synthétique, [1] . Méme si le médicament a base de plantes
a d'énormes actions pharmacologiques contre de nombreuses maladies, il a été démontré qu'il
a un effet limité sur le systeme biologique humain en raison de leur moindre performances
cinétiques telles qu'une faible absorption, une faible capacité a traverser la membrane
lipidique, une taille et un poids moléculaires élevés, d’ou une faible absorption, entrainant une

réduction de la biodisponibilité et de I'efficacité sur le systeme biologique, [2].

Afin de surmonter ces inconvénients et de réduire la dégradation de ces substances bioactive
ainsi que de masquer certaines propriétés indésirables, des systemes porteurs ont été utilisés
comme une approche alternative pour modifier et améliorer les propriétés cinétiques et

dynamiques des molécules bioactives sur un systeme biologique, [3].

L'encapsulation des matieres bioactives d’origine végétale, a diverses utilisations, notamment
la protection contre I'humidité ou I'oxygene, la prévention des réactions chimiques entre deux
especes actives, la modification de la densité, de la couleur, et de la forme, I'augmentation de
la stabilité et la libération contrdlée de ces substances actives. En raison de ces avantages, les
techniques d'encapsulation ont été largement utilisées dans diverses industries telles que les

domaines pharmaceutique, alimentaire, cosmétique et parfumerie, [4].

Dans cet ordre d’idées, nous avons envisagé d’entreprendre un travail de recherche portant sur

une étude de 1I’encapsulation d’extrait végétal en utilisant un polymere biodégradable.

A cette fin et pour exposer les résultats obtenus, notre mémoire sera organisée en deux parties

Une recherche bibliographique divisée en sous-partie :
La premiére, comporte une synthese bibliographique sur les biopolymeéres,

La deuxieme, détaille les systémes de libération modifiée ainsi qu’une description sur de la

plante étudiée.



Introduction générale

Une partie expérimentale divisée en deux parties :

La premiere, résume la description des propriétés des matiéres premiéres, des dispositifs et

des méthodes appliquées.
La deuxiéme partie sera consacrée a la présentation et les discussions des résultats obtenus.

Enfin, nous terminerons par une conclusion générale qui résume les principaux résultats

obtenus lors de ce travail ainsi que quelques perspectives.
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I.1.Introduction

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

valorisés [36].

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

des composites dans des secteurs extrémement varies [37].

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

d’applications potentielles.
1.2. Définition

Les biopolymeres sont des polymeéres présents dans des organismes vivants ou synthétisés par
ceux-ci. lls comprennent notamment les polymeres provenant de ressources renouvelables
qgu'on peut polymériser pour fabriquer des bioplastiques [38].Les biopolymeéres peuvent
constituer a l'avenir des solutions intéressantes pour remplacer les emballages en plastique

(sacs plastiques...), consommateurs de pétrole, et non biodégradables [39]
1.3.Différentes familles des biopolymeéres

Ils peuvent étre classés en trois familles (figure 11.1):
- Les polymeéres issus directement des ressources végétales et animales comme les

polysaccharides, les protéines et les polynucléotides.

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

des composés monomeres réactifs dérivés d’huiles végétales [40]

Biopolyméres

Polyméres Biobased Polymeres
synthétiques polymers biodégradables
Polymeéres Polymeéres Polymeres d’origine

d’origine fossile issues de la fossile (PE, PET...) aux
biomasse quels on ajoute un additif

qui favorise leur
biodégradabilité

! | !

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

Amidon, cellulose PLA (acide polylactique) PHA
protéine, chitosane (Polyhydroxyalkanoates)
etc.

Figures 1.1 : Grandes familles des biopolymeéres [41]

1.3.1.Les polysaccharides

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

100 a 1 000 motifs D- glucopyranose reliés entre eux par des liaisons acetal [42, 43]
a. Lacellulose

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

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

dans différents produits, tels que le papier adhésif et les manches de brosses a dents [42]

Amidon Chitine

Cellulose

Figure 1.2. Différents motifs de répétition des polysaccharides [43]

b. Le chitosane

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

commercialement provient de la désacétylation de la chitine obtenue a partir de crustacés [44]

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

structure chimique du chitosaneestprésentee dans la Figurell.3 [45]

Oy -CH
OH Y" owu
4 NH 2
HO -O O
7 NHy' w O N, =
OH H n

Figure 1.3. Structure chimique du chitosane [45].
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c. Les alginates
- Définitions : Les alginates sont des copolymeéres c’est a dire polymeres issus de la copo-
lymérisation d'au moins deux types de monomeres chimiquement différents non ramifiés :

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

HOOC
HOOC

(A) (B)

Figure 1.4. Monomeres de 1’acide D-mannuronique (M) : (A) et I’acide L-guluronique (G),
[46]

L’alginate est constitué¢ de plusieurs unités de mannuronate et de guluronatedont le nombre

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

Figure 1.5.Structure de 1’alginate de sodium de formule (C6H7Nal/206),, [47].

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

algues brunes.
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1. Squelette polysccharidiques

7‘” /J Hémicellulose

2. Matrice polvsccharidiques
'7_‘1 Alginates et/ou acides
/ \ ‘3. Réseaus de protéines et autres constituants|
Oses neutres (galactose)
\, . i

uroniques
Protéines ou peptides
Polyphénols ou acides aminés aromatiques
Ions, H20

Figure 1.6. Schéma simplifié de la paroi des algues brunes [48]

- Propriétés physico-chimiques : 1’alginates sont classés parmi les hydrocolloides car ils

sont solubles dans 1’eau ou ils se dissolvent pour former un gel avec des propriétés

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

carboxylates et les atomes d’oxygene des fonctions hydroxyles, (figure 11.7) [49].

e
{
i
i

ca2+

—— e

Figure 1.7. Rétention du calcium par un réseau tridimensionnel de segments poly-M ou poly-
G définissant une structure de type "cage", [48].
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- Applications : vue que I’alginate est une substance non toxique, inerte, biodégradable
et non immunogene, elle présente donc les caractéristiques requises pour constituer un
un biomatériaux d’excellence.

En effet, les alginates sont employés dans de nombreux domaines, a cause de ses diverses
propriétés colloidales, comme la rétention d’eau, la gélification et la stabilisation des
émulsions. Les principales applications des alginates sont résumees dans le tableau I1.2.

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

alginates, ceux-ci peuvent accomplir les critéres suivants :

- Perméabilité aux gaz
- Caractéristiques chimiques et fonctionnelles
- Emulsifiant naturel
- Possibilités de modification et de réticulation chimiques.
L’utilisation des alginates dans la microencapsulation a touché plusieurs domaines, ou deux
procédés ont été adaptés pour ceci [48]:
- La coacervation complexe

- Gélification des goutes, (figure 11.8).

Ca™

Algmate L [l Seringue

‘. ;“ b ¢ a+‘_’
L258 A

= Solution de CaCl,

Figure 1.8. Procédé de gélification de gouttes d’alginate et structure atomique

d’unebilled’alginate, [48].
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Tableau 1.2. Principales applications des alginates, [48]

Domaine Propriété Exemple d’application
d’application
Textile Ameélioration de rhéologie Fabrication des teintures

Agro-alimentaire

Emulsifiant,gélifiant, Epaississant

Yaourt et cremes glacées

- Gélifiant, coagulant

- Gélifiant, régulateur de pH

Médical - Gélifiant - Inserts oculaires
- Moulage dentaire
- Modificateur de viscosité - Remplissage vasculaire
Pharmacie - Gélifiant, agent cicatrisant - Pansements cutanés

- Pansements hydrostatiques

- Pansements gastriques

Pharmaceutique

- Stabilisant, viscosifiant, liant,
désintégrant

- Sirops, comprimé,capsules,

crémes, gels.

Ingénierie tissulaire

- Vecteurs de délivrance

- Scaffold®

Cosmétique

- Agents adoucissant, filmogene,

hydratant

- Préparation des cremes et

des parfums

1

1.3.2. Les protéines

> Matrices qui servent de support a la reconstruction tissulaire.

Les protéines sont des arrangements réguliers de différents acides aminés. Ce sont les

constituants de la matiere vivante animale, tels que la peau, les muscles et les cheveux. La

plupart des protéines utilisées comme biopolymeres le sont a 1’état naturel, telles que la laine

et la soie. Elles sont egalement issues des plantes oléagineuses (colza, tournesol, soya), des

protéagineux (pois, feveroles), du son de céréales (gluten) ou de tissus animaux (collagene,

gélatine) ou de produits animaux (caséine). L’inconvénient principal de leur utilisation est

leur sensibilité a I’humidité [50].

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

retrouvent les PHB et les polyhydroxyvalérates (PHV). [51].

Le PHA est produit directement par des microorganismes, qui 1’accumulent dans leurs
cellules ou biologiquement, par la fermentation bactérienne de biomasse. Le PHB est un
polymére semi-cristallin rigide (plutét fragile) dont les propriétés mécaniques sont similaires
a celles du polystyréne ou du polypropyléne. C’est un produit de stockage intracellulaire des
bactéries et des algues. Le polyhydroxybutyrate- cohydroxyvalérate (PHBV) est produit par

fermentation bactérienne de biomasse [52].1.3.4. Les biopolymeéres synthétiques

Ils sont obtenus par voie fermentaire, on les appelle biopolymeéres synthétiques ou
chimiosynthétiques en raison de leur mode de fabrication. En effet, celui-ci consiste en une
polycondensation (chauffage) de monomeéres naturels ou identiques aux naturels. Le plus
connu est le PLA (Poly Acide Lactique) [40].

I.4.Propriétés des biopolymeéres
1.4.1.Biodégradabilité

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

plus petite taille. [53]

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

ou trop longue n’a pas nécessairement d’intérét. [40]

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

compostage, c’est le cas de certaines applications agricoles telles que le paillage par exemple.

1.4.2.Biocompatibilité et biorésorbabilité
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Un matériau biocompatible est un matériau qui est capable d’assurer une fonction avec une
réponse approprié¢e et sans effets indésirables sur I’environnement biologique dans lequel il
est appelé a fonctionner. [54] En plus de la biocompatibilité, on recherche également pour
des applications médicales spécifiques des matériaux biorésorbables pouvant se décomposer
tout naturellement dans 1’organisme humain pour étre remplacés apres par un tissu vivant. Les
biopolyméres se dégradent naturellement dans 1’organisme humain par hydrolyse

(enzymatique) et libérent des molécules assimilable et non toxique.
1.5.Applications des biopolymeéres

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

[56]. lls sont également utilisés dans des applications plus durables [57]
1.5.1. Emballages et alimentation

Lesbiopolymeéres biodégradables présentent plusieurs avantages s’ils ne sont pas enfouis.
Comme Iillustre la figure 11.9de tous les biopolymeéres fabriqués en 2011, 77 % étaient
destinés aux services alimentaires, a I’embouteillage et a d’autres fins d’emballage. Ils sont
plus spécifiquement utilisés dans les sacs a déchets et emballage, les sacs pour résidus verts et
matiéres putrescibles, divers produits pour le service de préparation alimentaire et la
restauration [58,59]
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Figure 1.9.Capacité de production mondiale des biopolyméres pour divers application
1.5.2. Domaine médicale

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

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

Elles sont utilisées pour I’encapsulation de médicaments a libération controlée, les fils de
suture, les vétements et accessoires médicaux, la peau artificielle, les vis et ligaments
artificiels. Plusieurs types de biopolymeres sont actuellement employés dans le domaine
médical, dont le PLA, le PGA, les PHA et la cellulose. [55]

1.5.3. Agriculture et horticulture

Il existe plusieurs applications agricoles pour les bioplastiques, parmi lesquelles se retrouvent
les films de paillage au sol, les pots et les ficelles, la libération contrdlée de pesticides et
nutriments, le conditionnement de sols, la protection de semences, les plateaux a semences,
les sacs d’engrais, les cordes pour les cultures marines ainsi que les pellicules destinées a la
protection de plants [58,60,61].

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

filets de péche. lls sont également utilisés comme supports pour les cultures marines [62].
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Les films de paillage agricoles permettent de favoriser la croissance des plantes, en réduisant
I’évaporation de I’eau, en réduisant les mauvaises herbes et en augmentant la température du
sol. Les frais reliés a I’enlevement de ces films représentent des couts supplémentaires a la
production; leur biodégradabilité en humus permet donc de réduire les couts tout en
optimisant la production agricole [60,62]. Des gains économiques et environnementaux

évidents sont obtenus.

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

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

Ils permettent d’utiliser moins de produits et de limiter les déversements dans
I’environnement (infiltration, volatilisation, dégradation) [61].Les polymeéres couramment
utilisés en agriculture sont I’amidon, la chitine, I’acide alginique, la cellulose et la lignine
[60].

1.5.4. Autres applications

Les biopolymeres sont sporadiquement utilisés pour des applications plus spécifiques, tels que
dans I’industrie automobile, 1’¢lectronique ou encore la construction, mais également pour des
biens de consommation de courte durée comme les couches-culottes et les produits d’hygiéne
féminine[58,60].Des fibres destinées a 1’ameublement et aux vétements sont également

développées[58,59].
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1.1 Introduction

Depuis plusieurs décennies la micro encapsulation a concerné les travaux de recherches de
domaines vairés, et ceci afin de protéger voire de préserver toutes les propriétés d’une
substance active. Actuellement, de nouveaux procédés se développent en continu, et ceci en
fonction des propriétés physiques et chimiques de la matiere active, des matériaux
d’encapsulation et de 1’objectif de 1’opération de vectorisation. Dans le domaine de
vectorisation des principes médicamenteux, l'activité immense et le succes clinique des micro-
thérapeutiques sont di au développement de la micro technologie qui s’intéresse a la
production des microparticules afin de maintenir des concentrations sériques efficaces d’un

point de vue pharmacologique et ce pour une période de temps prolongée

Il. 2 Généralités
I1.2.1 L’encapsulation
a) Difinition

La microencapsulation regroupe 1’ensemble des technologies qui permettent la préparation
des particules individualisées, constituées d’un matériau enrobant contenant une matiére
active. Les microparticules présentent une taille comprise entre 1 um et 1000 pm (1 mm) et
contiennent typiquement entre 5 et 90 % (en masse) de matiére active. Les matieres actives
sont d’origines trés variées : principe actif pharmaceutique, actifs cosmétiques, additifs
alimentaires, produits phytosanitaires, essences parfumées, microorganismes, cellules ...etc.
Les particules obtenues se divisent en trois groupes : microparticules, nanoparticules et

liposomes [30].

b) Objectifs
Les principaux objectifs de la microencapsulation se résument comme suit [28, 29] :

e Obtention d’une diffusion contrélée d’un produit, ceci est surtout valable dans les
formes pharmaceutiques, afin d’obtenir des médicaments a effet retard.

e Masquage de golt et d’odeur de nombreux médicaments pour améliorer leur
conformité aux patients.

e Conversion des médicaments liquides en poudres.

e Stabilisation des médicaments sensibles a I’oxygene, a I’humidité ou a la lumicére.

e Eviter 'incompatibilité entre les médicaments.

e Réduction de la toxicité et de I’irritation gastro-intestinale.
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e Les produits chimiques toxiques tels que les insecticides peuvent étre microencapsulés
pour réduire la possibilité de la sensibilisation de la personne.

c) Caracterisation des microparticules
1. Classification

a) Les microparticules : elles sont obtenues par microencapsulation, elles peuvent se

présenter sous deux types de morphologies distinctes (figure 11.1) [30, 31].

> Les microspheres : Ce sont des particules constituées d’un réseau macromoléculaire
ou lipidique continu formant une matrice dans laquelle se trouve finement dispersée la
matiere active. Cette derniére peut se présenter sous forme de fines particules solides ou

encore de gouttelettes de solutions.

» Les microcapsules : Ce sont des particules réservoirs constituées d’un cceur de
maticre active liquide ou solide, entourées d’une enveloppe solide continue de matériau

enrobant

FigureIl .1. Morphologies d’une microcapsule (a) et d’une microspheére (b), vues par

la microscopie électronique a balayage (MEB) [31]

b) Les nanoparticules : ce sont des systemes colloidaux dont la taille est comprise entre
10 et 1000 nm, elles sont a base de polymeres généralement biodégradables, ou de lipides
capables de retenir une ou des molécules actives par séquestration et/ou adsorption. Les
nanoparticules peuvent étre de type matriciel (nanosphéres) ou le principe actif est
dispersé ou dissous dans la matrice de polymére, ou de lipides, ou de type réservoir, il
s’agit alors de nanocapsules, constituées d’un cceur généralement liquide entouré d’une
fine membrane de polymere généralement dont I’épaisseur ne dépasse pas quelques

nanometres.
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c) Les liposomes : ce sont des petites vésicules sphériques dont la paroi est constituée par
une ou plusieurs bicouches phospholipidiques délimitant une cavité centrale contenant une
phase aqueuse. lls peuvent vehiculer des principes actifs de nature hydrophile, sous forme
dissoute dans la phase aqueuse centrale, ou de nature lipophile par insertion dans la bicouche
[34.35]

I .3 Procédés d’encapsulation a base d’alginate

e Les polyméres gélifiants a partir de sources naturelles représentent une classe
importante de biomatériaux pour les applications d'encapsulation a cause de leur
renouvelabilité, biodégradabilité, biocompatibilité et leur non toxicité. Parmi cette
classe de polymeéres, l'alginate a regu beaucoup d'attention dans la littérature parce
qu'il peut former des hydrogels principalement par gélification ionotropique avec des

ions divalents.
Les hydrogels d'alginate possedent des propriétés physiques exceptionnelles :
+ Ils sont thermiquement stables et peuvent former des gels facilement.

+ lls possédent de bonnes propriétés mécaniques, de transport de masse et de

désintégration

+ lls ont des pores de petite taille et sont hydrophiles, ce qui les rend appropriés pour
encapsuler de grosses molécules ou des matériaux hydrophobes a haute efficacités,

généralement supérieures a 90 %

Les procédés appliqués pour fabriquer des particules d'alginate se devisent en deux familles :

les méthodes de dispersion et les méthodes de gélification [51]

I1.3.1 Méthodes de dispersion

a) Dispersion liquide-air
Les méthodes liquide-air impliquent généralement la dispersion d'une solution d'alginate dans

des gouttelettes liquides dans 1’air a l'aide d'une buse. En fonction du débit volumétrique
auquel l'alginate est extrudé, les méthodes liquide-air peuvent étre divisées en trois catégories

principales : I'égouttage, le jet et I'atomisation :
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- Egouttage : aux faibles débits, la goutte d’alginate se détache de la buse sous forme de
gouttelette quand la force gravitationnelle dépasse la tension superficielle. Les gouttelettes
formées ont des tailles uniformes et supérieures a Imm, di a I’accumulation d’un volume

d’alginate au voisinage de la buse[51]

- Jet: a des débits plus élevés, le solution d'alginate extrudé se fond dans un flux
laminaire et subit une propagation sinusoidale au cours de son trajet. Une fois I'amplitude est
égale au rayon du jet, le jet liquide se brise en segments cylindriques et forme finalement des

gouttelettes sphériques (avec un diamétre de 2 mm).[51]

- Atomisation : lorsque le débit augmente encore, le jet liquide subit de forts effets
aérodynamiques de I'environnement au repos. Le jet liquide atomise en grosses gouttelettes
qui, a leur tour, se décomposent en plus petites gouttelettes. Plusieurs techniques peuvent étre

appliquées dans I’atomisation, ou la taille des particules s’étend de 10 a 150 um. [51]

Dispersion liquide-liquide

Il s’agit de la dispersion d'une solution d'alginate dans une phase continue de liquide non
miscible, qui forme une émulsion eau dans huile (E/H) avant gélification. Celles-ci sont
également connues sous le nom de méthodes d'émulsification. La phase huileuse est
généralement une huile végétale ou minérale. La méthode d'émulsification est couramment
utilisée pour produire de petites particules d'alginate, généralement avec une taille moyenne
allant de (1 a 1000 um) [51]

c) Méthodes d'auto-assemblage
Pour produire des gouttelettes plus petites, une énergie supplémentaire est nécessaire pour

rompre la solution d'alginate en petits volumes. La réduction de la taille des gouttelettes a
I'échelle nanométrique, dépend du dispositif de dispersion, des propriétés physiques de la
solution d'alginate, et de I’énergie du dispositif de dispersion. Des études récentes dans les
phénomenes de I’interface des systémes colloidaux ont facilité¢ la formation de particules
d'alginate par auto-assemblage sans apport important d'énergie ni les conditions exigeante du

dispositif de dispersion. [51]

Trois types de procédés d'auto-assemblage ont été développées a ce jour pour produire des
nanoparticules d'alginate a partir de : (i) des solutions diluées, (ii) des microémulsions, et (iii)

une émulsion de Pickering modeéles. [51]
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Il .3.2 Mécanismes de gélification

Le principe général est basé sur la réticulation des chaines polymeriques d'alginate avec des
cations divalents, en formant une structure de « boite a ceufs ». A ’alginate présente des
affinités variables envers différents cations, elles se décroissent pour : Pb**, Cu®*, Cd**, Ba2+,
Sr?*, Ca®*, Co**, Ni**, Zn** puis Mn*". Cependant, le calcium (Ca®") est le cation le plus
couramment utilisé pour gélification de I'alginate en raison de son non toxicité par rapport aux

autres cations.

Parmi les sources de calcium disponibles, le chlorure de calcium (CaCly), car il est facilement
soluble dans I'eau, et les ions Ca®* peuvent se réticuler avec l'alginate pour former des

particules d'hydrogel.

Les sels de calcium insolubles, comme le carbonate de calcium (CaCO3), peuvent egalement

étre utilisés lorsqu’une réticulation progressive ou controlée est souhaitée.

En revanche, les sels de calcium insolubles (par exemple, CaCQO3) sont généralement utilisés
pour préparer des particules d'alginate par un mécanisme de gélification interne, le sel étant
d'abord dispersé dans le sol dalginate avant émulsification. Lors de I'émulsification, le
processus de gélification peut étre initié en solubilisant le sel si nécessaire, dans le sol
d'alginate avant émulsification. Lors de I'émulsification, le processus de gélification peut étre
initié en solubilisant le sel si nécessaire, libérant ainsi Ca®* pour la réticulation avec les
chaines polymeéres locales d'alginate. La libération du sel peut étre initiée en réduisant le pH a
I'aide d'un gélifiant initiateur tel que l'introduction d'un acide ou une irradiation UV dans le
cas d'un générateur de photo-acide. Généralement, le pH est réduit en ajoutant un acide, tel

que l'acide acétique glacial, a une émulsion. [51]

Gélification inverse :
Dans ce cas, une solution aqueuse ou huileuse contenant des ions Ca** est extrudé goutte a

goutte dans un bain de solution dalginate. Au contact, les ions Ca2+ diffusent vers la
périphérie externe de la gouttelette et la réticulation iono tropique avec le polymere d'alginate

chaines se fait a I'interface (Figure I1.7). A la fin du processus, la gouttelette de liquide initiale
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S’entoure par une membrane continue semi-perméable d'alginate de Calcium. Ce mécanisme
de gélification n'est utilisé que lorsque les gouttelettes de cceur liquide (aqueux ou huileux)

sont génerées par les méthodes de dispersion liquide-air. [51]

Figure II. 7. Mécanisme de gélification inverse[51]

Cependant, la membrane d'alginate de calcium formée (ayant de faibles concentrations
d'alginate) peut provoquer la rupture des capsules lors de la manipulation post-production ou
lors de I'application. Ainsi, la diffusion constante des ions Ca®" libres des gouttelettes de
liquide est difficilement contrélable ce qui provoque une agglomération entre les capsules ou
une gélification de I'ensemble de I'alginate.

Cette méthode s’applique pour encapsuler des cellules végétales, des bactéries, des protéines

de lactosérum, des enzymes, des lipides et les huiles végétales. [51]

Gélification interfaciale
C’est un nouveau mécanisme de gélification qui se produit a I’interface de liquides non

miscibles. Cette gélification interfaciale est particulierement avantageuse pour former des
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capsules d’alginate a noyau d’huile par rapport aux autres gélifications. Comme le montre la
(figure 11.8). La phase huileuse a d'abord été émulsionnée dans une suspension
aqueuse de nanoparticules de CaCOs, Ces derniéres s’auto-assemblent a l'interface huile-

eau.

L’émulsion se sépare et la couche supérieure se redisperse dans une solution d’alginate.
Ensuite 1’acide acétique est ajouté au systeme d’émulsion pour induire la libération des Ca2+
a I’interface huile/eau, ceci provoque la réticulation des chaines d’alginate afin de former une

membrane contenant de ’huile. [51]

- i

B -
- solution alginate - hydrogel matrix
- insoulble calcium - ion hydrogene

- phaze huileuse

Figure II.8 : Mécanisme de gélification interfaciale [51]
La taille de la capsule d'alginate n'est pas en fonction du diamétre de la buse (contrairement a

la méthode co-extrusion), mais la taille de la capsule est inversement proportionnelle a
I'apport d'énergie lors de I'étape d'émulsification. Capsules d'alginate avec des diameétres de
quelques a plusieurs centaines de micrometres peuvent étre produit en fonction de la méthode

d'émulsification. [51]
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1.1 Gélification interrompue en plusieurs étapes
Appelée gélification externe interrompue en plusieurs étapes, ou « externe » indique le sens

de la réticulation, c'est-a-dire a partir de l'extérieur au noyau interne. Cette structure
d'hydrogel est préparée en interrompant et en répétant le mécanisme de gélification
externe dans lequel les couches membranaires sont séquentiellement formees de

I'extérieur vers le noyau interne (figure I1.9). [51]

Cette architecture complexe d'hydrogel présente une déviation des morphologies de particules
traditionnelles, qui sont principalement limitées a I'nydrogel initial ou a la structure noyau-
enveloppe. Les vides inter-membranaires peuvent étre bien adaptés a l'introduction de cellules

ou demédicaments [51]

] orsca2 carao
B -..uon cgmace matrix hvdroas!

Figure II. 9 : Mécanisme de gélification externe interrompue pour la formation d'hydrogel
multi membranaire [51]

1.2 Gélification interne /externe
Cette derniére étape se produit lorsque les molécules d’alginate rencontrent les ions réticulant.

A ce stade ils se générent deux type de gélification : interne et externe.
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1) Emulsifcation/gélification externe

Cette technique permet d’obtenir des particules matricielles d’alginate ayant des dimensions
inférieures @ 100 um (microsphéres), son mécanisme est basé sur le méme principe comme

celui de la méthode d’extrusion : la gélification ion tropique (figure I1.11) [55].

Cependant, la gélification externe produit une membrane semi-solide en raison de la diffusion
rapide des ions calcium au niveau de la surface ce qui provoque une surface extérieure rigide

et un noyau mou [57].

Chaifiessehatpitinsde Réfisilation dep chaines
. biopolymer dégdgmawylpar Ca

Figure II. 11. Principe de la gélification ion tropique de 1’alginate de sodium [55]

> Toutes les étapes de la méthode émulsification/gelification externe résumé dans la
figure (11.12)

Solution d'alginate
Phase aqueuse Emulsion E/H
+ matiére active

Ringage ®o0

q o0
Séchage H

Huile minérale .
+ Emulsifiant Phase huileuse |, »

Agent réticulant Micropal'“[icule§
d'alginate
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(CaCly)

1- Emulsification : eau/huile 2-Gélification

Figure IT.12 : Etapes de I’émulsification/gélification externe [55.56].
2) Emulsifcation/gélification interne

Cette méthode est basée sur la libération sous 1’effet d’un acide (H") d’ions de calcium a
partir d’un sel de calcium initialement insoluble contenu dans les gouttelettes aqueuses du
systéme émulsifié. L acide utilisé pour la solubilisation du sel de calcium, se partage entre la

phase huileuse et la phase aqueuse dispersée en initiant la gélification de I’alginate [53].
La réaction correspondante est donnée comme suit [53] :

CaCO; + 2 CH3COOH — (CH3COO0) ;Ca + H,0 + CO,
(11.10)

» L’organigramme de la figure (I1.10) schématise le principe de la méthode d’émulsif

cation/gélification interne.

p
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Figure II. 10 Schéma représentant le principe de I’émulsification/gélification interne [53,54]

» Lafigure (1I.11) schématise toutes les étapes de la méthode émulsification/gélification

interne.

Solution d'alginate
+PA Phase aqueuse 1
+ CaCOs @ Acide

Lavage L
q "o,
Sechage Tat

Huile minerale Phase huil
+Surfactant 1ase huileuse

Microparticules
d'algmate

I Formation d'émulsion | eauldle - Acich fleation-CGelifloation

Figure II.11 : Etapes de I’émulsification/gélification interne [58]

I1.4 Application de I’émulsification —gélification enterne
I.4.1 Matiéres encapsulées
a) Molécules et micro-organismes biologiques

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

méthode de choix de production des particules de taille déterminée [58].
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Cette méthode a fait 1’objet de plusieurs recherches ciblées vers I’immobilisation des
molécules biologiques telles que: le sérum albumine bovin (SAB), I’insuline, le pro

biotiques, et ’ADN plasmide. (Le tableau I1.4) récapitule les différents travaux réalisés.

Tableau II .4. Représentation de quelques travaux de recherche sur I’émulsification-

gélification interne.

Molécule ou micro- | Insuline | SAB | ecdysone | Levure | Bifidobacteriu | ADN
organisme (Y235) mBB-12
Concentration
d’alginate (%, m/v)

2 2 2 15 1.5 2
Concentration de
CaCOs3 (%, m/v)

5 0.5 5 N-1 5 0.5
Concentration de
matiere active (%, m/v)

0.1 25 0.5 N-1 1 0.2
Proportion de la phase
huileuse (%, v/v)

70 50 80 50 80.3 N-I
Rapport molaire :
acide/Ca®*

3.5 0.26 3.5 N-I 3.5 3
Rendement 75 62.4 80.5 80 N-1 80
d’encapsulation (%)
Référence [58] [59] [60] [61] [62] [63]

N-Indiqué : Non désigné.

I1.4.2 Principes thérapeutiques
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L’encapsulation des PA dans les systémes micro-particulaires utilisant divers biopolymeres et
différentes techniques a été largement étudiée et ceci dans le but d’améliorer la perméabilité a
travers les épithéliums intestinaux et de protéger ces principes contre les enzymes digestives.
Comme pour I’encapsulation des maticres biologiques, la préparation des microparticules en
impliquant la méthode d’émulsification-geélification interne constitue un choix intéressant

pour les principes médicamenteux.

Trés peu d’études ont été réalisées concernant [’application de cette méthode sur

I’encapsulation des principes thérapeutiques, on cite ici celle effectuée sur le kétotiféne [52]
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I. Introduction

Ce travail a été effectué dans les laboratoires du département de Sciences de la Matiere (SM)
de ’Université¢ de Médéa et La filiale Antibiotical (Saidal) de MEDEA. La période du stage a
été écoulée pendant une durée de 4 mois : mars-avril —mai -juin — 2023.

L’objectif de cette étude est de développer une technologie afin de préparer une formulation
contenant une maticre bioactive a base d’extrait de plante.

La forme préparée présente les avantages de masque le gout désagréable de la plante utilisée,
de protéger la matiére bioactive contenant dans 1’extrait, d’assurer la bonne dose et surtout

d’atteindre un effet prolongé dans le temps grace a la libération lente de la matiére bioactive.
I1. Présentation des matieres premieres
11.1. Matériel végétal

La plante utilisée est Saussurea lappa ou encore Saussurea costus, elle est reconnu sous le
nom de «costus indien », ou la partie utilisée est les racines sous forme de poudre. Les
rhizomes et racines sont commercialisés chez les herboristes de la wilaya de Médéa sous

forme de rhizome et racines secs. (Figure 11.1).

Figure 11.1. Poudre des racines de Saussurea costus.

11.2. Excipients
I1.2.1. L huile

Une huile d’origine végétale a été utilisée

11.2.2. Alginate de sodium

Les caractéristiques de 1’alginate de sodium utilisé dans cette étude sont présentées dans le

tableau .11.2.
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Tableau. 11.2. Caractéristiques physico-chimiques de 1’alginate de sodium (Sigma-Aldrich).

Apparence
Aspect Poudre fibreuse
Couleur Blanche a jaune
Odeur Sans
Gout Sans

Propriétés chimiques

Formule (CeHsgOs) n
Masse molaire 20000 a 240000 g/mol
Propriétés physiques

Solubilité Soluble dans les hydroxydes alcalins,
insoluble dans 1’eau, 1’éthanol et les

solvants organiques.

11.2.3. Span 80

Il appartient de la famille des esters de sorbitane, de la classe des tensioactifs non ioniques. Il

est utilisé comme émulsifiant dans la préparation des émulsions eau dans huile.

Les caractéristiques du Span 80 sont décrits dans le tableau 11.3.

Tableau I1.3. Caractéristiques physico-chimiques du Span 80 (Sigma-Aldrich).

Apparence
Aspect Liquide visqueux
Couleur Jaune brunatre

Propriétés chimiques

Formule brute C24H4405
7 7 [a) —
Formule développée jﬁnuf'm-fﬂnx»ﬂ-n,—\(?ﬁ}"'OH
f H} oOH
T
A
Masse molaire 428.60 g/mol
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Partie Il :
HLB 4.30
Propriétés physiques
Point d’ébullition >100°C
Point d’éclaire >149°C

Solubilite

Insoluble dans ’eau

11.2.3. Emulsifiant A

11.3. Réactifs chimiques

Les réactifs chimiques utilisés dans cette étude sont listés dans le tableau I1.4.

Tableau. 11.4. Réactifs chimiques utilisés

Nom chimique Formule Masse molaire (g/mol)
brute
Ethanol C,HO 46,08
Anhydride acétique C4HeO3 102.09
Acide sulfurique H, SO, 98.079
Carbonates de sodium Na, COs3 105.9888
Chlorure de potassium KCI 74.55
Acide chlorhydrique HCL 36.46
Hydrogénophosphate de Na;HPO, 141.96
sodium
Hydroxyde de sodium NaOH 39.997
Chlorure de sodium NaCl 58.44
Phosphate de potassium KH,PO, 174.18
mono basique
Acétate de sodium C,H3NaO; 82.0343
anhydre
Acide acétique glacial CH; COOH 60.052

Ill. Matériel utilisé

Les manipulations réalisées ont nécessité d’utiliser le matériel détaillé dans le tableau I1.5.
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Tableau.ll.5. Matériel utilisé

Matériel Marque
Balance électrique OHAUS
Bain Marie AGIBAT
Agitateur magnétique  avec AGIMATIC - N

plague chauffante
Spectrophotometre infrarouge atransformée | o MADZU
de Fourier (FTIR)

Spectrophotométre UV visible UV mini-1240

pH metre Metrhom

Homogénéiseur IKAT 25ULTRA-TURRAX
Micropipette ACCUMAX PRO
Dissolu-test PHARMA TEST
Microscope optique SHIMAD

IV.Méthodes expérimentales
IV.1. Préparations des extraits

L’extraction solide-liquide par un solvant est une opération qui consiste a laisser macérer la
matiere végétale (broyat) des plantes étudiées, dans le solvant pour extraire les matiéres

actives. Dans notre travail, nous avons utilisé un mélange de solvant 1 et solvant 2

IV.2. Caractérisation de I’extrait végétal
IV.2.1. Détermination du rendement

Le rendement en extrait sec est définit par le rapport entre la masse de 1’extrait sec obtenu en
gramme et la masse du matériel végétal traité en gramme. Ce rendement est calculé via

I’équation (1) :

R(%) = .=+ 100 (1)
R (%): Rendement d’extraction (%).
m: Masse de I’extrait sec obtenu apres rota-évaporation (g).
Mo: Masse de la matiere végétale initiale utilisée pour 1’extraction, (g).

IVV.2.2. Screening phytochimique

Le screening phytochimique a été réalisé sur les différents extraits par des réactions usuelles a
I’aide des réactifs de caractérisation classique.
Les différentes techniques de détection utilisables pour un screening des composés actives

doivent étre simples, rapides, reproductibles et sensibles. Ces méthodes sont donc qualifiées a
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la détection de quelques groupes chimiques. Dans notre étude, sous avons réalisé ce test de
screening afin de détecter la présence des tanins, des quinones, des terpénes et des composés
réducteurs. Ces méthodes de criblage ne donnent qu’une indication, une affirmation ultérieure
par des méthodes plus précises et plus sélectives est indispensable.

Nous avons réalisé les tests suivants :

» Test des Tanins : La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant a 2 ml de
I'extrait aqueux, 1 a 2 gouttes de solution de chlorure ferrique (FeCls) diluée a 0,1%.
L’apparition d’une coloration verte foncée indique la présence des tanins condensés ou
/bleu vert indique la présence des tanins hydrolysables.

> Test des quinones : A 2 ml de I'infusé, on ajoute quelques gouttes de NaOH a 10%. Le
virage de la couleur de la phase aqueuse au jaune, rouge ou violet témoigne de la présence

des quinones.

» Test des terpénoides: La détection des terpénoides est mise en évidence en
mélangeant 2 ml d’extrait avec 2 ml d’acide anhydride, puis par I'ajout de 1ml d'H,SO4 au
fond de tube sans agitation. La formation d’une coloration brune rougeatre a l'interface du

I’extrait révele la présence des terpénoides.

» Test des composés réducteurs : Introduire 1 ml d’extrait dans un tube a essai, ajouter
1 ml de liqueur de Fehling et incuber I'ensemble 8 min dans un bain marie bouillant.

L'apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs.

IV.2.3. Dosage des polyphénols totaux

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée par méthode colorimétrique
avec un spectrophotométre en utilisant I'essai de Folin-Ciocalteu. Les composés phénoliques
réagissent avec le réactif de Folin-ciocalteu. Le mélange, d’acide phosphotungstique
(H3PW1,040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMO1,040), est réduit, lors de I'oxydation des
polyphénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe (W8023) et molybdéne (M08023).
La coloration produite, dont I'absorption maximale est comprise entre 725 et 750 nm est

proportionnelle a la quantité de polyphénols présente dans les extraits végétaux.

Pour évaluer la teneur des extraits végétaux en polyphénols, on a pris 20 mg d’extrait dilué
dans 20 ml éthanol, on a ajouté a 2 ml du réactif de Folin- ciocalteux (dilué 10 fois dans I'eau

distillée). Apres agitation, on a laissé le mélange reposer 5 minutes, puis on a ajouté 2ml de
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solution de carbonate de sodium (2%), fraichement préparée. Aprés incubation de 30
minutes a température ambiante et a I'obscurité, on a effectué une lecture de I'absorbance

a 765 nm par un spectrophotomeétre UV.

La courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant I'acide gallique a différentes concentrations (0.1- 1 mg/ml). Les résultats sont
exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par milligrammes d’extrait (mg

EAG/mg d’extrait).

Le blanc est composé de 2 ml Folin- ciocalteux et 2ml carbonate de sodium et 0.2 ml

éthanol.

IV.3. Préparation des microspheres
IV.3.1. Caractérisations spectrales des matiéres premiéres

a. Caractérisation par UV-Visible

e Principe

La spectrométrie d’absorption dans l'ultraviolet et le visible repose sur |'absorption du
rayonnement électromagnétique par certains groupements fonctionnels des molécules
(groupements chromophores) dans le domaine allant de 190 a 800 nm, ce qui correspond a

I'ultraviolet (190-400nm) et au visible (400-800nm).

b. Caractérisation par FTIR
e Principe

Le principe repose sur I'absorption de la lumiére par la plupart des molécules dans la région
de l'infrarouge du spectre électromagnétique et en convertissant cette absorption en vibration
moléeculaire. Cette absorption correspond spécifiquement aux liaisons présentes dans la
molécule. Avec un spectrométre, cette absorption du rayonnement infrarouge par le matériau
de [I'échantillon est mesurée en fonction de la longueur d'onde (les nombres d'onde,
typiquement de 4000 & 600 cm™).

Le principe de fonctionnement de FTIR est schematisé sur la figure 11.3.
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Figure.l1.3. Schéma de principe du spectrometre FTIR.

Miroir fixe

e Mode opératoire

Les spectres FTIR ont été obtenus par préparation des pastilles de I’Extrait/KBr, alginate de
sodium/KBr, microspheres chargés d’Extrait /KBr et microsphéres vierges /KBr avec une

proportion de 1 % (masse/masse). Tous les échantillons ont été préalablement séchés a 1I’étuve

a40°C pendant 2 h.

La préparation des pastilles a été réalisée par broyage de la substance a analyser en présence
du KBr, le mélange est ensuite comprimé sous une pusse (presse). En fin, les pastilles ont été
mises pour analyse FTIR ou les spectres d’absorption infrarouge ont ét¢ enregistrés dans la
gamme de nombres d’onde comprise entre 4000 et 600 cm ™.

I1VV.3.2. Préparation des solutions tampon

- Solution tampon pH1.2 : Cette solution se compose de chlorure de potassium et 'acide

chlorhydrique (50ml de KCl a 0,2 N+85ml d’HCl a 0,2N) dans 200ml d’eau distillée. (Mesurer

le pH de la solution).

- Solution tampon acétate pH4.5 : Cette solution contient 63 g d’acétate de sodium avec

90 ml d’acide acétique dans 1000ml . (Mesurer le pH de la solution).

- Solution tampon saline pH7.4 : Cette solution contient 2.38g de Na2HPO4 .12H20 (ou

I’équivalent de Na2HPO4anhydre), 0.19g de KH2PO4et 8g de NaCl dans 1000ml I'eau
distillée. (Mesurer le pH de la solution).

-Solution tampon pH 6.8 : cette solution contient 50 ml de KH,PO4 a 0.2 N + 22.4 ml de

NaOH a 0.2 N dans 200 ml d’eau distillée.
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I1VV.3.3. Préparation des microspheres

a. Gélification
Cette étape consiste a appliquer la gélification ionotropique en ajoutant goutte a goutte de la
préparation a base de 1’extrait dans une solution de CaCl, de concentration bien déterminée.
Le mélange est porté sous agitation.

b. Lavage et rincage des microsphéres

Les microspheres obtenues contenues ont subi deux opérations de lavage et de rincage :

-La premiere se fait par une solution de CaCl, a 1% de tween 80, ou le mélange est porté
sous agitation.

- La deuxiéme, et apres avoir récupérés les microsphéres de la premiére étape par filtration,

elle a été réalisée par une solution tampon acétate pH 4,5.
Aprés la filtration, nous avons mesuré la DO de tous les filtrats a la longueur d’onde
maximale de I’Extrait.
c. Séchage
Apres la récupération des microspheres, ces derniéres ont été portées dans des boites de pétris
puis séchées a I’air libre.

11.4. Caractérisation des microsphéres

IV.4.1. Analyse morphologique des microparticules

Les microparticules obtenues sont examinées a 1’aide du microscope optique, a 1’état humide et

apreés séchage.

De méme, nous avons mesuré¢ les diamétres et les masses des microparticules, a 1’état sec et a

I’état humide. La figure I1.4. montre la mesure des diametres a I’aide d’une pieds a coulisse.

Figure I1.4. Mesure de la taille des particules par un pied a coulisse digital.
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1V.4.2. Quantification de I’Extrait encapsulé

20 mg de microparticules séchées sont immergées dans 50 ml de solution tampon pH
6.8, et mises dans un flacon ambré. Ce mélange est agité a 200 tr / min pendant 24 h.
Ensuite, la solution sera centrifugée a 5000 tr / min et le surnageant sera recueilli puis
filtré pour calculer la quantité de matiére bioactive présente dans les billes. Le contenu
de matiére bioactive sera calculé a partir de I’absorbance mesurée a une longueur d'onde
d'absorption maximale (Amax) par spectrophotométre UV-Vis, en utilisant une cuvette en

quartz avec une longueur de trajet optique de 1cm.
Les parameétres d’encapsulation sont donnés par les expressions : (2) a (4).

- Efficacité d’encapsulation (EE) :

Masse d'E.Cos encapsulé
, P 100 (2)
Masse d'E.Cos théorique

EE =

- Rendement d’encapsulation (RE) :

Masse des microsphéeres
.100 3
Masse d'alginate de sodium+masse d'E.Cos ( )

RE =

- Taux d’encapsulation (TE) :

TE = 2= 100 4)

Co
Avec :
Co : Concentration initiale d’E.Cos, (mg/L).

Cn : Concentration d’E.Cos non encapsulé, (mg/L).
1V.4.3. Etude du gonflement des particules

Cette étude permet d’établir la capacité d’absorption et 1’augmentation du volume des
particules aicours du temps. Deux milieux de gonflement ont été testés :
Milieu 1 : solution tampon pH1.2.
Milieu 2 : solution tampon pH6.8.
Le mode opératoire consiste a réaliser les étapes suivantes :
- Peser environ 10 mg (n fois) de particules seches sur une balance analytique de
précision.

- Incorporer ces particules dans 25 ml du milieu de dissolution.

- A des intervalles de temps réguliers (10 min jusqu’a 6h), les particules sont
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retirées du milieu de dissolution, posées sur du papier absorbant pour enlever
I’exces de liquide ;

- Peser les microparticules obtenues a I'aide d’une balance analytique de précision.

Le taux de gonflement (TG) est calculé en utilisant la formule (5).

mg—m;

TG (%) = 100 (5)

Avec :
mi: Masse initiale des microparticules, (mg)

mg: Masse finale des microparticules aprés gonflement, (mg)
IV.4.4. Etude de la cinétique de libération de I’Extrait encapsulé

a. Principe
C’est une étude in vitro pour estimer la quantité de la matiére active libérée a partir d’une
forme galénique dans des conditions reproduisant les conditions physiologiques. Elle assure la
similarité de dissolution en fonction du temps et a différents pH de milieu simulant le tractus
digestifs (pH 1.2, pH 4.5, pH 6.8).

b. Mode opératoire
Le mode opératoire du test de dissolution in vitro a été réalisé dans un dissolu-tests.
L’expérience consiste a utiliser un godet contenant 250 ml de milieu de dissolution (solutions
tampon pH 1.2, 4.5 et pH 6.8). Pendant cet essai le systéme est réglé a une température de 37
+ 0,5 °C et une agitation de 100 tr/min. On a introduit une masse (m, mg) de microparticules
dans le panier et on a placé le systtme sous agitation en un intervalle de temps bien
déterminé. A chaque pas du temps (30min, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, et 24h), on a prélevé 5 ml de
milieu de dissolution puis on a filtré immédiatement a 1’aide d’un filtre seringue de porosité
0,45 pm tout en remplacant le méme volume prélevé avec le milieu de dissolution pour la
reconstitution du volume totale du godet. Les volumes prélevés sont analysés par

spectrophotométrie UV-Vis a la longueur d’onde maximale de I’extrait.

IV.4.5. Analyse par FTIR

Cette analyse a été réalisée sur les microparticules chargée d’E.cos, préalablement sechees a
I’étuve a 40°C pendant 2h.

1V.4.6. Tests galéniques

a. Détermination de I’ongle de repos

L'angle de repos d’une poudre est un moyen pour déterminer la capacité d'écoulement et les
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propriétes d'écoulement des poudres et les matériaux granulaires.

L’essai consiste a mesurer 1’angle limité entre le tas conique de poudre ou de granules

lorsqu’une quantité spécifiée de microparticules est versee sur une surface horizontale,
(Figure 11.6.

b.

Figure 11.5. Mesure de 1’angle de repos des microparticules préparées.

Test de tassement

Cette expérience a pour objectifs de déterminer deux paramétres a savoir: la masse

volumique apparente apres tassement et le rapport d’hausner.

v

Avec :

La mesure de la masse volumique tassée est généralement réalisée en utilisant un
voluménometre de tassage, dans notre étude, nous avons respecter le mode opératoire
suivant: Une éprouvette graduée d'un volume connu est remplie avec les
microparticules de chaque formulation et pesée. L’éprouvette pleine est soumise a un
mouvement de tapotement vertical (100 fois). La masse volumique apparente
augmente et tend vers la compacité maximale. A la fin de I’essai, la masse volumique

tassée est obtenue en divisant la masse pesée par le volume tassé.

Rapport d’Hausner : 1l est défini comme le rapport des densités apparentes tassée /

aérée ou encore : rapport des volumes tassé et aéré.

Vo

Ry (%) =

100 (6)

Vo : Volume initial des micrparticule, (ml)
Vs : Volume des micropaticules aprés tassement, (ml)
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l. Introduction

Dans cette partie nous allons récapituler et interpréter les différents résultats obtenus a I’issue
des analyses physico-chimiques, spectrales et la détermination des différents parametres
biopharmaceutiques sur 1’extrait obtenu et les différentes formulations préparées seront

présentés ainsi que les discussions correspondantes seront exploitées.
II. Caractérisation de I’extrait végétal

I1.1. Analyse par UV-Visible

Un balayage dans le domaine UV-Vis a été effectué afin de déterminer la longueur d’onde
optimale (Amax), correspondant a 1’absorption maximale de I’extrait dans les différents milieux

de dissolution.

Les courbes d’étalonnage obtenues de 1’extrait dans les milieux de dissolution : tampons

pH1.2, pH4.5, pH 6.8 et dans I’eau distillée, sont présentées sur les figures 11.7 a 11.8.

0,9

0,75 F

0,45

DO

03

0,15

0 1 1 1 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

C (E.Cos) (mg/ml)

Figure 11.7. Courbe d’étalonnage de 1’extrait dans la solution tampon pH 1.2
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Figure 11.8. Courbe d’étalonnage de 1’extrait dans la solution tampon pH 4.5.
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Figure 11.9. Courbe d’étalonnage de 1’extrait dans la solution tampon pH 6.8.
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Figure 11.10. Courbe d’étalonnage de I’extrait dans I’eau distillée.

Selon les résultats obtenus, la spectrophotométrie UV-Vis est une méthode d’identification et
de dosage convenable, car elle a permis une bonne analyse de 1’extrait et ceci dans les quatre
milieux étudiés.

Le tableau 1.6, récapitule les différents résultats des courbes d’étalonnage obtenus y compris

les équations et les coefficients de corrélation correspondants.

Tableau 11.6. Equations de courbes d’étalonnage et les coefficients de corrélation

correspondant.
Milieu de Solution tampon | Solution Solution Eau distillée
dissolution | pH1.2 tampon pH4.5 tampon pH6.8
Equation de DO = 111185CE.COS - y= 1,4982 CE.Cos y= 1,7152 CE.COS DO =0,9982.CE.C05
la courbe 0,0378 +0,0176 +0,0171 + 0,051
d’étalonnage
Coefficient 0.9967 0.9999 0.9993 0.9793
de corrélation
(R%)

Il est bien indiqué des résultats du tableau 11.10, que toutes les courbes d’étalonnage
obtenues sont caractérisées par une bonne linéarité, ceci est exploité par les coefficients de

corrélation qui sont tous supérieurs a 0,979.

11.2. Rendement d’extraction
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Le rendement d’extraction est un parameétre crucial via l'efficacité de la méthode

d’extraction appliquée.

Dans la présente étude, les résultats concernant le rendement d’extraction dans les
mélanges des solvants éthanol/ED, propyléne glycol/ED et glycérine/ED, sont donnés sur la

figure.ll.11.

Ethanol/ED PG/ED Glyc/ED

Figure 11.11. Rendements d’extraction de I’extrait dans différents solvants

Le rendement d’extraction dans le mélange éthanol/eau distillée est le maximum (68%) par
rapport a ceux obtenus avec les deux autres mélanges: 60 et 42% avec le propylene

glycol/ED et la glycérine/ED, respectivement.

Ce résultat est en concordance avec celui obtenu par Juluri et al, qui ont obtenues un
rendement d’extraction de 60% en utilisant I’éthanol comme solvant, [105]. Généralement
I'efficacité d’extraction est fortement dépendante de la nature de(s) solvant(s) utilisé(s), le

temps, la température et la méthode d’extraction, les conditions de stockage et de culture.

11.3. Screening phytochimique

Les résultats des trois extraits récupérés via les différents solvants utilisés (tableau.ll.7),
indiquent la présence des tanins, des terpénoides, des quinones et des composés

réducteurs.
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Tableau.l1.7. Résultats du criblage phytochimique de I’extrait.

Test Réactif Ethanol/ED | Glycérine/ED | PG/ED

Tanins FeCls +++ +++ +++

Terpénoides | Chloroforme + +++ +++ F++
H,SO4

Quinones NaOH + + +

Composés | Liquide de Fehling | ++ ++ +

réducteurs

ED : Eau distillée

Des études antérieures ont confirmé la présence des molécules actives dans les extraits du
S.costus, telles que : les alcaloides, les quinones, composés réducteurs, les glycosides, les
coumarines, les flavonoides, les saponines, les stérols, les tannins, et les terpénes, et autres
molécules [106], [107]. Ces biomolécules sont responsables de plusieurs activités
pharmacologiques, [101].

Ill. Formulation et caractérisation des microsphéres

lll. 1. Aspect des microsphéres

Les particules obtenues ont une forme sphérique homogene a 1’état humide, mais apres le
séchage les particules sont appauvries d’eau et perdent leurs sphéricités 1égérement, les figures

11.12 et 11.13 montrent 1’aspect des deux états des particules obtenues.

Figure 11.13. Aspect des particules formulées a 1’état humide.
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Figure 11.13. Aspect des particules formulées a 1’état sec.

111.2. Analyse granulométrique des microparticules

Les différents résultats de mesures des diametres et des poids des particules obtenues (a 1’état sec

et humide) sont présentés sur les figures 11.14 et 11.15, respectivement.

O Particules humides

N

O Particules séchgs

o o1 Ol

[S2 BN S 2 BN |

Digfhétre moyen des particules ¢(mm)
[

o

FL F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9

Figure.ll.14. Diamétres moyens des microparticules a I’état humide et sec.
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Figure.l1.15. Masses moyennes des microparticules a 1’état humide et sec.

A T’issu des résultats obtenus, il est a noter qu’il y a une diminution remarquable des

dimensions et des masses des particules obtenues pour toutes les formulations aprés séchage

de ces dernieres. En effet, vue que 1’alginate de sodium est un biopolymeére gélifiant, d’ou il a

une grande capacité d’absorber de 1’eau entre ses chaines polymériques, de ce fait, une

opération de séchage conduit en une perte importante de I’eau, ce qui a été traduit par les

résultats obtenus.

111.3. Tests galéniques

111.3.1. Angle de repos

Les résultats du test de mesure de 1I’angle de repos sont résumés sur le tableau I1.8.

Tableau.l1.8. Angles de repos des microparticules obtenues.

EXP Angle 1 Angle 2 Angle 3 Moyenne Ecartype

F1 33,239 35,444 32,782 33,8216667 1,42344172
F2 33,134 27,244 32,376 30,918 3,20427028
F3 39,897 43,306 43,391 42,198 1,99317761
F4 41,601 42,585 43,414 42,5333333 0,90760362
F5 38,686 38,838 35,966 37,83 1,6160594
F6 29,157 28,733 27,217 28,369 1,01993725
F7 40,311 42,942 40,822 41,3583333 1,39509151
F8 43,721 37,788 39,039 40,1826667 3,12747539
F9 36,939 35,865 33,702 35,502 1,64874771
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111.3. Quantification de I’E.cos encapsulé

Les résultats des différents parametres d’encapsulation des microspheres contenant I’E.cos,

sont résumés sur le tableau.ll.16.

Tableau.l1.10. Paramétres d’encapsulation des 9 formulations réalisées

Paramétre | EE (%) RE (%) TE(%)
Formulation

1 97,92 71,88 | 74,45
2 73,61 54,9 81,54
3 58,41 44,5 68,19
4 86,79 63,15 78,8
5 67,72 67,25 75,18
6 28,18 28,1 76,25
7 97,43 92,7 69,06
8 73,75 78,15 74,4
9 41,7 41,8 73,25

A Tissu des résultats obtenus, on remarque que les parametres d’encapsulation calculés
dépendent fortement des quatre parameétres étudiés : les concentrations d’alginate de sodium

et de chlorure de calcium, la proportion de la phase huileuse et la vitesse d’agitation.

L’EE d’encapsulation atteint deux maximums de 97.92% et 97.43% (F1 et F7
respectivement). Pour la méme série de 3 essais, ou la concentration d’alginate est constante,
et la proportion de la phase huileuse augmente dans la série, d’ou ce dernier parametre a un

effet inverse sur I’encapsulation. Ce résultat est identique pour le RE et le TE.

Des valeurs minimales pour ’EE et le RE ont été atteintes (41.7 % et 41.8% pour la
formulation F9), ceci explique la forte réticulation des microgels d’alginate ou /’E.cos reste

empoisonné a I’intérieur des particules.

I11.4. Test de gonflement des microparticules
Ce test consiste a quantifier le liquide absorbé par les microparticules en fonction du temps

jusqu’a I’équilibre.
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Les résultats obtenus sont représentés sur les figures (11.16) a (11.18).

OpH 1.2
OpH 6.8
70
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S 40}
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20 |
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Temps (min)
Figure.11.16. Taux de gonflement dans les deux milieux (pH=1.2 et pH=6.8), (F1).
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Figure.l11.17. Taux de gonflement dans les deux milieux (pH=1.2 et pH=6.8), (F2).
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Figure.l1.18. Taux de gonflement dans les deux milieux (pH=1.2 et pH=6.8), (F3).

A partir des résultats obtenus lors des études de gonflement des formules de particules
étudiées, on remarque que :
v’ Les particules se gonflement lentement dans le milieu pH1.2, un taux de gonflement
n’excédant pas 20 % (cas de F1).
v’ Le temps de gonflement limite dans le milieu pH1.2, ne dépasse 90 min pour la quasi-
totalité des formulations, et ne dépassant pas 60 min dans le milieu pH6.8.
v Les particules gonflent d’'une maniere progressive en fonction du temps dans le milieu
de dissolution pH6.8, pour toutes les formulations testées.
v’ Les taux de gonflement sont plus importants dans le milieu pH6.8 par rapport au milieu
pH1.2, pour toutes les formules étudiées.
»  Pour pH <pH 3,5 : |la neutralisation des charges conduit a un rapprochement des
chaines qui s’insolubilisent et précipitent. En dessous de pH 3 un risque d’hydrolyse des
chaines est trés probable ; ce qui explique les taux de gonflement faible dans le milieu pH1.2

» Pour des 3,5 <pH<10: les fortes répulsions électrostatiques entre groupements

carboxylate tendent a écarter les chaines les unes des autres, produisant des
solutions visqueuses et stables. Ces données sont en accords avec les forts taux de

gonflement obtenus dans le milieu pH6.8.
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IV.5. Caractérisation par spectroscopie Infra-Rouge

L'analyse FTIR d’alginate de sodium, de I’extrait, des microparticules chargées et vierges est

traduite par les spectres et les principales bandes caractéristiques.

Les spectres

correspondants sont présentés par les figures 1.19 a 11.22. et les principales bandes

caractéristiques sont résumés par les nombres d’ondes des tableaux correspondant a

chaque figure, (tableaux 1.11 a 1.14).
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Figure 11.19. Spectre FTIR d’alginate de sodium

Tableau.ll.11. Bandes caractéristiques du spectre FTIR d’alginate de sodium

Nombre d’onde (cm %) Liaison
3433 Bande large : v (O-H)aicool
2924 Vsymétrique (C-H €t CH2)aicane
1612 v (C=0)
1419 v (C'O)alcool
1327 V' (C-O)acide
10987 V' asymetrique (C-O-C)Eether

1033.88 V' symétrique (C-O-C) Ether
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Figure 11.20. Spectre FTIR des microparticules vierges

Tableau.l1.12. Bandes caractéristiques du spectre FTIR des microparticules vierges

Nombre d’onde (cm™) | Liaison
3448.84 v (O-H)
2854.74 Vsymetrique (C-H)
2924.18 Vasymétrique (C-H)
1453.10 4 (C-H)
1743.71 v (C=0)

725.26 6 (C-H)
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Figure 11.30. Spectre FTIR de I’extrait

Tableau.l1.21. Bandes caractéristiques du spectre FTIR de I’E.cos

Nombre d’onde (cm™ %) Liaison
3441 Bande large : v (O-H)aicool
2924 Vasymetrique (C-H €t CHy)
1743 V' (C=0)acide
1635 V' (C=0)cttone
1510 V' (C=C)aicene
1450 v (C=C) aromatique
1355 V' (C-O)aicool
1265 V' (C-O)acide
1100 V' asymétrique (C-O-C)Ether
1057 V' symetrique (C-O-C) Ether
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Figure 11.22. Spectre FTIR des microparticules chargée de I’extrait formulation : F4

Tableau.l1.14. Bandes caractéristiques du spectre FTIR des microparticules chargée d’E.cos

Nombre d’onde (cm™) | Liaison

2854.74 Vymétrique (C-H)
2924.18 Vasymetrique (C-H)
1743 v (C=0)acide
1658 V' (C=0)cttone
1458 v (C=C) aromatique

1373 v (C-O)aicool

1242 Vv (C-O)ecice

1165 V asymétrique (C-O-C)ether
1100 V symétrique (C-O-C)ether
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Pour ’alginate de sodium :

L’analyse de la figure 11.30, nous renseigne sur les caractéristiques de base de la molécule
d’alginate. Les principaux pics distinctifs sont apparents a :
o 3433 cm'lcorrespondent aux vibrations d’élongation du groupe -OH
e Les deux bandes 31612.54 cm™ et1419.66 cm™ sont spécifiques des vibrations
d’élongation du groupement —COOH. L'une est la vibration d’élongation symétrique
(1419.66cm™), I'autre la vibration d’élongation asymétrique1612.54cm )
e 1033.88 et 1098 cm™ correspondent aux vibrations d’élongation du groupement —C-
O des acides uroniques

e 2924 cm™ correspond a la vibration d’élongation du groupement —C-H.

Pour les microparticules vierges :

Présence d’un pic 3 3448.84cm™. Ce pic correspond probablement au pic du

groupement fonctionnel (-OH) observé sur le spectre FTIR de I'alginate de sodium

e Présence d’un pic a 1453.10 cm™. Ce pic correspond probablement au pic du
groupement (C-H) observé sur le spectre FTIR de |’alginate de sodium

e Présence deux pic a2854.74cm™ et 2924.18cm™. L'une est la vibration d’élongation
symétrique (2854.74 cm™), 'autre la vibration d’élongation asymétrique2924.18cm -
1) Ce deux pic correspond probablement au pic du groupement fonctionnel (-C-H)
observé sur le spectre FTIR de I'alginate de sodium

e Présence d'un pic a 725.26cm™. Ce pic correspond probablement au pic du
groupement fonctionnel (-C-H) observé sur le spectre FTIR de I'alginate de sodium

e Présence d’un pic a 1743.71cm™. Ce pic correspond probablement au pic du

groupement fonctionnel (-C=0) observé sur le spectre FTIR de I'alginate de sodium

Pour I’extrait:

L’analyse de la figure 11.32, nous renseigne sur quelques groupements fonctionnels des
molécules contenant dans ’extrait. Les principaux pics distinctifs sont apparents a :
e 1743 et 1635 cm™ correspondent aux vibrations d’élongation de la fonction
carbonyle des acides et des cétones
e Les deux bands aux 1510 et 1450 cm-1, sont spécifiques des vibrations d’élongation

de la liaison C=C des alcénes et des cycles aromatiques.
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e Les deux bands a 1355 et 1265 cm-1 correspondent aux vibrations d’élongation de
liaison C-O des acides et des alcools.

e 1396.51cm-1 correspondent aux vibrations d’élongation du groupe C-O

e 1100 et 1055 cm-1 correspondent aux vibrations d’élongation asymétrique et
symétrique de la fonction éther.

Pour les microparticules chargées d’extrait

Selon le spectre de la figure 11.33, on remarque la présence des bandes caractéristiques de
I’extrait avec celles de l'alginate ce qui confirme I’encapsulation de I’extrait dans les

microparticules d’alginate.
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Conclusion générale

La formulation de systemes a libération modifiée constitue une stratégie incontournable dans
la réponse aux exigences de libération, de biodisponibilité et d’action biologique des

molécules d’origine végétale.
Nous avons abouti au cours du travail réalisé sur deux voies d’étude a savoir :

- La préparation d’extrait a effets thérapeutiques, travail qui a été déja entamé I'année
passée par nos collegues, résidant sur I'évaluation de certaines propriétés

biologiques des extraits des plantes

- La mise en formulation de I'extrait dans un systéme encapsulé en passant par une

optimisation puis une caractérisation physico-chimique et biopharmaceutique.

En effet, les résultats obtenus montrent que I’optimisation de la méthode appliquée pour
I’encapsulation de D’extrait végétal a passé par une séquence d’expériences en ciblant

quelques facteurs dont dépends les paramétres d’encapsulation.

De méme, des essais réalisés sur I’évaluation des propriétés pharmacocinétique, nous a permis

d’atteindre une formulation optimale.

Enfin, des analyses FTIR réalisées sur les échantillons: biopolymére utilisé, les
microparticules vierges, 1’extrait végétal et les microparticules contenant 1’extrait végétal, ont

montré que ce dernier a été encapsulé.
En perspective, nous proposons d’envisager la réalisation des essais suivants :
- Etude toxicologique sur I'extrait végétal et sur la formulation optimale obtenue ;
- Etude in vivo pour évaluer la dose précise ayant les effets thérapeutiques désirés ;

- Identification des molécules bioactives par les méthodes spectroscopiques.
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