N° d’ordre -

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE & POPULAIRE

IMIINISTERE DE L"ENSEIGNEMENT SUPERIEUR 8 DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

A

IIVERSITE DJILLALI LIABES DE SIDI BEL-ABBES

L=

~~_, FACULTE DES SCIENCES EXACTES
Université

DILLALI LIABES DEPARTEMENT DE CHIMIE

THESE
DOCTORAT EN
SCIENCES
Présentée par

Mme ABDELMALEK Ilham (épouse TEMMAM)
Spécialité : chimie
Option : polyméres biodégradables a usage pharmaceutique

Intitulée

Etude de la libération de principes actifs aux pH physiologiques a

partir de microparticules préparées et caractérisées. Tests biologiques.

Soutenue le 18/12/2017.Devant le jury composé de :

Président :
M BENGHALEM Abderrezzak Professeur  Université Djillali LIABES Sidi Bel Abbes
Examinateurs :

M. MANSRI ALI Professeur Université Abou Baker BELKAID Tlemcen
M. MEGHABAR Rachid Professeur Université d’Oranl Oran
M. ABBOUNI Bouziane Professeur  Université Djillali LIABES Sidi Bel Abbes

Directeur de thése :

M. MESLI Abderrezzak Professeur  Université Djillali LIABES  Sidi Bel Abbes
Co-Directeur de thése :

M. SIMONNEAUX Gérard DR1-CNRS Université de Rennesl FRANCE

Année universitaire : 2016/2017







A la mémoire de mon beau frere HAMLAT Youcef

A ma tres chere maman pour l'affection qu’elle m’a toujours portée et

le réconfort moral que j'ai toujours trouvé aupres d’elle.

A mon pere (que Dieu lui accorde Sa Miséricorde) qui
m’a toujours encouragée a poursuivre mes études et m'a

souhaité le succes.

A mes freres et sceurs.

A mon mari

A ma petite princesse Aya

A tous ceux qui me sont chers

A toute ma famille.




REMERCIEMENT S

Ce travail de recherche a été réalisé au laboratoire de Chimie Organique
Physique et Macromoléculaire (LCOPM) de la Faculté des Sciences Exactes de
I"Université « Djilali LIABES » de Sidi Bel-Abbés sous la direction de Monsieur le
Professeur A. MESLI.

Il m'est particulierement agréable, avant la présentation de la présente
étude, d'exprimer ma reconnaissance et mes sinceres remerciements a Monsieur
A. MESLI, Professeur a I'Université " Djilali LIABES ", pour m'avoir encadrée,
guideée et éclairée dans mon travail, Je le salue respectueusement pour son dévouement
ainsi que pour I'apport précieux qu’il m’a prodigué.

Mes sinceres remerciements wvont a Monsieur A. BENGHALEM,
Professeur a la Faculté des Sciences Exactes de I'Université "Djilali LIABES", de
m'avoir fait I'honneur de présider ce jury.

Je remercie Monsieur A. MANSRI professeur de I"Université "Abou Bakr
BELKAID" de m’avoir fait 'honneur de juger ce travail.

Je tiens également a remercier Monsieur R. MEGHABAR, Professeur a
I"Université d’'Oran qui a accepté de juger ce travail. Je lui exprime mon profond
respect.

Mes remerciements vont également a Monsieur B. ABBOUNI, professeur
a la Faculté des Sciences de vie et de la Nature de I'Université "Djilali LIABES" qui a
eu l'amabilité de participer a ce jury et de juger ce travail.

Un grand merci a Monsieur G. SIMONNEAUX, Directeur de Recherche
au CNRS a ['Université de Rennesl(France) pour son aide technique, pour sa
collaboration dans ce travail et de venir de si loin pour faire partie de mon jury de
these.

Je tiens aussi a exprimer toute ma reconnaissance a Mlle 1.SVHAN,
Ingénieure du centre d'Imagerie de Bordeaux pour les caractérisations MEB.

Je remercie également Mr S. MESLI pour son aide dans la caractérisation
MEB de nos produits et les références bibliographiques fournies.

Je tiens également a remercie :

e Mme F. Debab Maitre de Conférences Professeur a la Faculté des
Sciences Exactes de I'Université "Djilali LIABES", pour son aide dans la partie
expérimentale.




Laboratoire de Chimie Organique de la Faculté des Sciences Exactes pour leur
disponibilité, et pour les analyses UV-VIS réalisées.

e Mile K. GUENAOUI, Doctorante et Ingénieure du laboratoire de la
Microbiologie Moléculaire, Protéomics et Santé de la Faculté des Sciences Exactes de
I'Université D. LIABES de Sidi Bel-Abbes pour son aide dans les tests biologiques.

e Mr A. BECHAKAT Chef de Département de Chimie de I' Ecole Militaire
Polytechnique pour la réalisation de quelques caractérisations IR et 1'apport de
quelques produits.

Je remercie également Madame N. DOUWAR Responsable du Centre de
Mesures (CMFS) et Monsieur M.DAHAOUI Ingénieur du Laboratoire Chimie
Organique Physique et Macromoléculaire (LCOPM) de la Faculté des Sciences de Sidi
Bel-Abbes pour son aide et ses encouragements.

Il va de soi que j'adresse, a cette occasion un vibrant hommage a mes
Enseignants qui m'ont permis de me former, grice a leurs compétences et a leurs
dévouement sans limite.

J'exprime toute mon amitié a mes ami(e)s et mes collegues pour leur
sympathie et encouragements au cours de ce travail.

Enfin, j'exprime ma gratitude a ma mere, a mon frere Abderrahmane et d
mon mari qui m’ont encouragée au cours de ma recherche : je les remercie pour leur
disponibilité et leur soutien pendant les moments difficiles.




Table des Matieres

Table des matieres

INTRODUCTION GENERALE........cocoiiiiiicicece e 1
Chapitre | : Etude DiblographigUe.....ei e
8 TR ] oo [8Tox o] o PO USRS RP P 4
I.11. Rappel bibliographique sur la libération controlée ............cccoceveiiiiiiiniicieieseieens 4
. 11-1. Description des formes galéniques a libération contrélée............ccccooevvrereinennnnn, 4
I.11.1.1. Formes a libération " retardée ™ ou " différée ™ .........ccooeviieiiiiiei e, 5
I.11.1.2. Formes a libération "prolongée " ou "pProgressiVe™...........ccovvvereeieeieeresieeninens 5
[.11.1.3. Formes a libération "soutenue™ ou "constante™............cccoceverienvnienierieninnie e 5
[.11.1.4. Formes a [iDration "répetee"..........oeiieieee et 5
I.11.2.Classification des systemes de délivrance de médicaments...........c.cccceeeeeerverinennns 6
[11.2.1. SYStEMES « FESEIVOITS M. veviivierieriesiiareesieeesieseestessessesseeseeseessessessessessessessenseens 6
[.11.2.2. SyStemes « MALFICIEIS ».......ccvuieiieiiiieieee s 7
[.11.2.3. SYStEMES « NYDIIAES M...eviiiiiiciiie e 8
1.11.3. Développement des polymeéres dans les systémes a libération contrélée ............... 8
I.111. Généralités sur la microencapsulation...........ccccoceiveieciecicce e 11
LITL L, INErOQUCTION. ...t 11
[.111.2. Domaines d'appliCatiON ..........coueieiiiiiiiiiieieese s 12
I.111.3. Etapes de 1a microencapsulation.............cceevereiieirene s 13
L.IT1L4. Matériaux d'enCapSUIALION..........cveierierierieie et 15
I.111.5. Procédés de la microencapSulation............c.coeererieiinenenncneneese e 16
LHL5.1. Proc8dés ChIMIQUES .......ccveviiieie et 17
LI1.5.2. Le proCEdeS MECANIGUES .....cvveveereeieieriesiesreereaseeseeeeseeseeseessesseeseaseesens 19
[.111.5.3. Procédés phySiCO-ChIMIQUES .........coureriririeniieese e, 24
LAV L8MUISION .ttt bbbt 27
[.IV.1. Le tensioactif (SUrfaCtant)..........ccoovirreiiiiieie i 27
[.1V.2. Classification des tenSI0ACTITS. .........ccoiiiiiiiiiee s 28
1.1V.3. Comportement du tensioactif en SOIULION ...........ccccoeevviiiiccece e, 29
[.IV.4. Emulsions et émulsions MUItIPIES ..o 31
LIV.5. MICTOBMUISIONS. ..ottt 32
LIV.6. GranUIOMELIIE ...veeiiieiciecie ettt sre e 32




Table des Matieres

LIV, 7. EMUISIFICALION ... 34
I.1V.7.1. Déformation et rupture des gOULES........c.ccveieeieiiic i 34
I.1V.7.2. Réle du tensioactif sur I’interface et la rupture de gouttes ....................... 37
.LIV.7.3. Régimes d’ECOUlEMENtS ........ccvveeiiiieriiiiiiesie e 38
I.1V.7.4. Puissance cONSOMMEE €N CUVE AQITEE .........ccoevvevieeeerieeieeeeee e 40

1.1V.8. Crémage et SEAIMENtAtiON..........ccooeiiiririiiieec e 41

LIV.9. FIOCUIALION. ...ttt 42

[.IV.10. COAIESCENCE. .....cueiiiee ittt ettt nre e 42

I.VV. Microencapsulation par coacervation COmMpIEXe .........ccooeviiiiiniiniieieee e 44

I.V.1. Rappel bibliographique sur la microencapsulation par coacervation | 44

(010] ] 0] 1= SR

1.V.2. Les parametres influencant la microencapsulation par évaporation de solvant.. | 49

I.VI. Microencapsulation par évaporation de SOIVaNt .............cccceeiirnienensieneneecseeas 51
I.VI.1. Rappel bibliographique sur la microencapsulation par évaporation de 51
10 V7 L | OSSR
I.VI1.2. Les paramétres influencant la microencapsulation par évaporation de 54
10 V7 Lo | SRS SSURSS

I.VII. Libération des principes actifs encapsulés...........ccccovvveiiiiicii e 57
IV R o L1 o4 £ o o PSRRI 57
I.VI1.2. Mécanismes de la libération CONtrolée............ocovivieiiiiiiic e 58
1.VI1.3. Paramétres influencant la libération d'un principe actif encapsulé 61
I.V11.4.Polymeres utilisés pour la libération contrdlée de principes actifs 61
BNCAPSUIES. ...ttt ettt e et aenr s
LVIL5. Cinétiques de TIDAration...........ccoeiiieiiiieee e 63
LVILG. Math@mMatiQUES.........ecveiiieie ettt ettt sre e 65
[.VIL.7. Traitement mathématique du modele de diffusion...........cccceceieiiiiinciiinne 66
1.VI1.8.Modélisation des cinétiques de relargage du principe actif selon les équations | 69
d’Higuchi et de Korsmeyer-PEPPaS..........cuvivirieriieiiiieiicic e

Chapitre 11 : Partie EXPErImMENTAlE.....iii et

I1.1. Généralites sur les produits eNCAPSUIES..........ccceiiriiiriiiire e 71
I1.1.1. L'ampicilling et F'amoXiCilliNg ........cccvviieiiiiiceceeece e 71

IL12.a LampiCilliNg ..o..ooveeeece e 72
TLL2.D. L'amOXICHTING .o s 73
112, L8 PrOCAINE. ...ttt 74
I1.1. 3. Le Trans-cinnamaldényde............cccoouiiiiiiiii i 74

[1.1. 4. MONOMErE tYPE AMIAE.....cueeeiiriiieiirieeee ettt 75




Table des Matieres

I1.1. 4. 8. MOOE OPETALOITE ....ooveeeieieieeee sttt bbb 76
I1.1. 4. b. Caractérisation de I'amide SYnthetise ...........cccccveviiieii e 77
[1.1. 5. Le tétra phenyl POrpRYIiNe. ... ..ot 81
[1.1.5.2. MO OPEFALOITE ......veevieeieciieie ettt sre e e e e 81
[1.1.5.0. Caractérisation dU TPP.........ccciiiiiiiiie e 82
L 1L Materiaux d'@NIODAGE. ......c.eiverieierieieieeie ettt 85
ILTLL. La gomme arabiqUe ........coeiieiiieiiie et 85
T2, LA QEIALING ..ottt ne e 86
1113, L'8thYICEIUIOSE. ... e 89
[1.11.4. Le polyCaprolaCtOne...........coucieieuericie ettt 90
I1.11.4.2. MOUE OPAIALOITE .....eeveeeieieie ettt 92
I1.11.4.b. Caractérisation du PCL .........ccociiiiiiiiiiisineee e 92
[1.111. Préparation des miCropartiCUlEs ............cccveiviieiieie i 97
[1.111.1. Synthese des MICrOCAPSUIES..........cceiiiriiiirieiee e 97
I1.111.2. Syntheése des MICIOSPNEIES .......ccueiveiieiieie e 104
I1.IV. Techniques de caractérisation des microparticules ............c.cccccevveviieviiiciecce e, 108
[1.1V. 1. Détermination de la quantité de principes actifs encapsulés .............cccocevnene. 108
LIV, 2. Distribution en taille ... 109
I1.1V. 2.a. Détermination de la taille des microparticules par microscopie optique... | 110
L1V, 2.b. Exemple de calCul ... 111
I1.1V. 2.c. Résultats granulomMetriqUES ..........ccevveieiierieiie e 111
I1.1V. 3. Microscopie électronique a balayage "MEB" ...........ccccooiiiiiiiiieieiecece e 113
I1.1V. 4. Caractérisation des microparticules par spectroscopie Infrarouge .................. 113
I1.IV. 5. Caractérisation par DSC .........cccoiiieiieie e 113
LIV, 6. Caractérisation Par DRX .......cccoveiiiiiieieiieesieieese e 114
I1.V. Processus de la libération de l'agent actif ............cccoeieiiiiienniieee e 114
I1.V. 1. Dispositif eXperimental ............cccccoiiiiiiiiie e 114
[1.V. 2. Préparation des milieuX d'@tUde ..........ccocorriiiiiiniieeee e 115
I1.V. 3. Facteurs influencant les transferts de Matieres ..........ccccevvvveviverveiesieesesee s 116
I1.V. 4. Analyse des principes actifs lDErés ..........ccovviveviiiiiece e 118
[1. V1. TeSS DIOIOGIGUES ...t 122
T VL INTrOAUCTION L. bbb 122
I1. V1.2. Préparation des milieux de CUILUIE ..........ccocoeiiiiieie e 125




Table des Matieres

I1. VI.3. Préparation des SouChes Dacteriennes ...........cccoceveiiiininiiieiese e, 125
I1. V1.4. Calcul des Concentrations Micellaires Inhibitrices (CMI) .........c.cccocoveiieinnenee. 127
I1. V1.5. Etude de l'effet des microspheéres sur la croissance des bactéries .................... 128
ILVI1. Caractérisations des MiCropartiCUuleS ...........ccoceveriieniienineeeee s 131
I1.VI.1. Caractérisation des microcapsules préparées par le "procédé par coacervation
(010] 0] 0] 1= PSR OSPRSSPN 131
ILVI.1. a. Le taux d'encapSUlation ...........ccccoiieieiiiiienieie e 132
IL.VI.1. b. Morphologie des MiCropartiCUlEs ...........ccovcvereriiervere e 132
ILVI.1. c. Distribution entaille ..o 134
I1.VI.1. d. Caractérisation des microcapsules par spectroscopie Infrarouge.............. 135
I1.VI.1. e. Observation au miCroSCOPE OPLIQUE........ccvveverreerireieeienieerie e seeeeesreeneeans 137
I1.VI.1. f. Observation en microscope électronique a balayage (MEB) .................... 138
[LVI.1. g. Interprétation de réSUIats........ ..o 139
I1.VI.2. Caractérisation des microsphéres préparees par le procédé par évaporation de
10 V7 0 | SRS 142
I1.VI.2. a. Le taux d'encapsulation et la distribution en taille .............cccoeeveinnn. 143
[1.V1.2. b. Caractérisation des microspheres par IR ..o, 144
[1.V1.2. c. Morphologie des miCropartiCUIES ...........cccoceverinininieiee s 147
I1.VI.2.d. Caractérisation des microsphéres préparées par MEB..............ccccceevenen. 148
[1.V1.2.e. Caractérisation des microspheres par DSC ..........ccoceverininnineneiesenns 159
I1.V1.2.f. Caractérisation des microsphéres par DRX ........c.ccoovviiinienenenencnenns 160
I1.VI.1. Interprétation des résultats de la formulation des microparticules .................... 165
[1.VI.1.a. Interprétation des résultats de la formulation des microcapsules .............. 165
IL.VI.1. b. Interprétation des résultats de la formulation des microspheéres .............. 168
Chapitre 111 : Etude de la libération des principes actifs dans des milieux reconstitués a
T=37°C.
I11.1. Recherche de I'espéce prédominante des principes actifs aux pH d'étude 1,2 et
2 SO PPN 173
HELLLEIUOE A PHZL1,2. oottt 174
HLL2.ERUAR @ PHZT,7 ettt 175
IT1.11. Analyse des qUantités tranSTErEeS. ........coviiiiiiiiier e 176
I 1 0 o T [T 4o o SR 176
[11.11.2. Calcul de la quantité du principe actif libéré au cours du temps ............c.c....... 176
HLTL3. Exemple de CAICUL .....cccveeiiiee e 177
L. Cinétiqgues de relargage des principes actifs libérés  par les
180

IMHCTOSPNEIES ...ttt ettt b e bbb et e bttt b ket e st et e et et e n e benn e b e




Table des Matieres

111, 1. Cinétiques de libération dans le pH=1,2 .........cccooiiiiiiiniiineee 181
IL1.1.a. Libération dampicilling (AM) ......cceoieiioieccceee e 181
HLHLL.b. Libération de 1'amOoXiCIIING .......cccoveveieiiiiiiceseceeee e 182
I1.111.1.c. Libération de la procaing (PR) .......coouiiiiiiiiine e 185
I1L111.1.c. Libération de la p-aminoacétophénone (AN).........cccceveveiiieiieevecieseenne 186

[11.111. 2. Cinetiques de libération dans le pH=7,7 ..o 187

LT3, Modeélisation des CINELIGUES. ........ceivieieiieieeie e se e se et 190
HLTE3.8. CAICUN 8 My v 192
HL13.b. Calcul des diffuSIVITES .......ccveveiiicieecc e 195
I11.111.3.c. Modélisation des cinétiques de relargage des principes actifs selon les 198
équations d’Higuchi et de Korsmeyer-Peppas ..........cccoovriverinieninnieese e

I11.1V. Cinétique de relargage du cinnamaldehyde libéré par les microcapsules................ 201
I11.1V.1.Cinétique de la libération des microcapsules références AGGOL..................... 201
[11.1V.2.Cinétique de la libération des microcapsules AGG02-AGGO09...........ccceeue.. 202

I11.V. Interprétation des résultats de libération des PA ..o 209

I11.V.1. Interprétation des résultats de la libération des PA & partir des
MICTOSPNEIES ..ottt ettt be e s ae e steeresreesteaneens 209
I11.V.2.Interprétation des résultats de la libération des PA a partir des
MICTOCAPSUIES ...ttt et e e e e saa e s be e teesnreenaeeanes 212
[11.V.3.Caractérisation des microspheres aprés libération ............cccccoeevviiiiiiinens 214

HTL VLTSS DIOIOGIGUES......eveiiieeie ettt e e e re e e 217

HEVEL INEFOAUCTION .. e et 217

HLVI1.2. Détermination deS CMI .......oviiiiiiiiiiceee e 217

HLV1.3.CoUrDE A8 CrOISSANCE.....cveeuieieiesiiieeie e sie e sree e ae et ae et neesneeneeenee e 219

(@] 0 Tod [V T 1o [=T 0 1< == 222
LT (=T 10T PP 224
Liste des tabICAUX........cciiiiiicicecci e 236
I ES (0 Lo T O 238

Publications et COMMUNICALIONS..........cccuerieriiiiiiei e ene e 243

Annexe




Liste des symboles

Liste des symboles

Abs absorbance

AC acetone

AM ampicilline

AMO amoxicilline

AN p-aminoacétophénone

C concentration

Cd concentration de la fraction diluée (Mole/L).
CMI Concentration Minimale Inhibitrice

CN cinnamaldehyde

Cp concentration de la fraction prélevée (Mole/L).
d1o diameétre moyen en nombre

ds, Diamétre de Sauter

da3 diameétre moyen en masse

"D" dispersion

D coefficient de Diffusion (cm?.sec™).

DCM Dichlorométhane

di centre de classe

DO densité Optique

EC ethylcellulose

E.C escherichia coli

Emax coefficient d’absorption spécifique (L.cm™.mole™).
v fréquence.

GE gélatine

Imax/lo la transmittance.

K Klebsiella

I largeur de la cellule en quartz (I=1cm)

LB Luria Bertani

VI taux de croissance

M masse molaire moyenne.

mi masse initiale du principe actif (t=0).

MH Muller-Hinton

Mpa masse molaire du principe actif.

MS NH,CsH;,COCH3

mt masse du principe actif libéré a I’instant « t ».
meoo masse a I’équilibre.

ni effectif

P pseudomonas

Pa principe actif.

PCL €-polycaprolactone

PLP Protéines Liant les Pénicillines


https://fr.wikipedia.org/wiki/Klebsiella

Liste des symboles

ppm partie par million.

PR procaine

g.s.p quantité suffisante pour.
Rdt rendement

rpm rotation par minute.

S Staphylococcus

SD Solution Diluée

SDS dodécylsulfate de sodium
SE Solution Extraite

T20 Tween20

T80 Tween80

t temps

t e temps courts

t Temps longs

TPP tétraphényl-porphyrine

V; présente le volume prélevé du milieu ensemencé dilué a 5mL
Vd volume de dilution.

\i volume du flacon.

Vp volume du liquide préleve.

X DO déterminée du milieu de culture.
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Introduction Générale

De nos jours les microsciences et les microtechnologies sont un secteur
stratégique essentiel, en croissance rapide avec une énorme recherche scientifique. Ce secteur
est en effet porteur d'une évolution industrielle majeure qui permet d'organiser la matiére a
I'échelle des molécules. Les applications sont considérables dans tous les domaines : santé,
matériaux, agroalimentaire... Dans le domaine de la santé, le développement de systémes
médicamenteux complexes de taille micrométrique (des microparticules qui permettent la
délivrance de médicaments a des doses moins toxiques en raison de leur ciblage privilégié)
fait appel a la pharmacie galénique qui est la science et l'art de préparer, de conserver, et de
présenter les médicaments. Actuellement, ce terme concerne la totalité des médicaments
contenant un principe actif qui nécessite une mise en forme galénique pour son

administration. Cette forme existait sous plusieurs présentations mises sur le marché (1).

L'objectif de l'industrie pharmaceutique est I'amélioration des propriétés des
médicaments produits ce qui reflete I'importance de ces derniers pour la santé publique. 1l est
a noter que le développement et la création de nouvelles préparations médicamenteuses,
dépendent de plusieurs parameétres y compris les propriétés du principe actif, cette molécule
doit - par conséquent- conserver ses propriétés therapeutiques pendant la cascade : depuis la

mise du point jusqu' a la cible ().

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

conservation, de présentation et de biodisponibilité (2, 3).

Les recherches développées dans ce domaine sont essentiellement basées sur
I’étude expérimentale des procédés d’encapsulation (procédés conduisant a I’inclusion de
substances au sein d'un matériau support). Une partie de ces recherches consiste en la mise au
point de techniques de caractérisation de ces systémes (taille, forme, état de surface,
stabilité,...) et une autre partic consacre sur les phénoménes de libération des agents

encapsulés.
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Aucun médicament ne peut exercer une activité thérapeutique si la molécule
biologiquement active qu’il renferme n’est pas capable de franchir les barriéres biologiques
qui séparent le site d’administration du site d’action. Les barrieres a traverser sont des
systemes tres complexes faisant intervenir plusieurs éléments (épithélium, endothélium,
membrane cellulaire) et plusieurs composantes (barrieres mécaniques ou physico-chimiques
et barrieres enzymatiques). Certaines molécules sont inefficaces car elles ne diffusent pas
spontanément a I’intérieur de la cellule alors que leur cible thérapeutique est a localisation

intracellulaire.

Ainsi, la vectorisation des médicaments est aujourd’hui un axe important de
recherche dans le domaine pharmaceutique. Il s’agit donc de transporter des molécules

biologiquement actives jusqu’a leur cible biologique (4).

Cette connaissance accrue permettrait de bien maitriser les procedés de synthese
et d’améliorer la qualité des produits. Les procédés choisis dans cette étude sont les procédés
de microencapsulation par coacervation complexe et par évaporation de solvant, des
techniques les plus utilisées au niveau industriel et présentant un intérét particulier pour le

domaine pharmaceutique.

Le but précis de cette thése de doctorat est de préparer differentes formulations a
base des molécules médicamenteuses (I'ampicilline, I'amoxicilline et la procaine) et trois
molécules modeles (le p-aminoacétophénone, la tétra phényl porphyrine et le
cinnamaldehyde) ; ainsi 1’étude de leur libération a partir des différents systemes

microparticulaires obtenus selon le modéle d’Higuchi et de Korsmeyer-Peppas.

Le compte rendu de ces recherches sera présenté dans de ce manuscrit en trois
grandes chapitres :

e Le chapitre 1 sera consacré a la présentation d’un rappel bibliographique sur
les systemes des libérations contrélees, sur les phénoménes d’émulsion et des
principaux systémes d’encapsulation, leurs propriétés ainsi que I’intérét qu’ils

représentent au niveau industriel.

e Nous commencons dans le chapitre deux par un rappel sur les principes actifs
et les polymeres utilisés suivie par une étude expérimentale des procédés de la

microencapsulation afin d’étudier les parametres influant sur les deux types de

2
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préparations de microparticules que nous proposons. Les systémes obtenus sont
ensuite caractérisés par IR, Microscopie (Optique et électronique), DSC et DRX. Et
on termine cette partie par des tests biologiques vérifiant 1’efficacité des systémes

microparticulaires prépares.

e Dans le chapitre trois nous présentons 1’¢tude de la libération des principes
actifs a partir des microparticules préparées et les modeles de transfert de matiere.

Nous discutons enfin les résultats des tests biologiques réalisés.

e Une conclusion générale résumera les principaux résultats obtenus et dressera

les propriétés d'avenir qui découlent du présent travail.
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I.1. Introduction :

Il'y a quelques décennies, le souci principal de la pharmacie, était de mettre au
point des formes galéniques qui permettent une bonne observance du traitement en diminuant
le nombre de prises. Ceci assure un certain confort au patient et une meilleure biodisponibilité
des médicaments (5). En effet, il est difficile pour le patient de suivre sans erreur ou sans
oubli, une prescription comportant 3 ou 4 prises quotidiennes. La tache devient encore plus
difficile chez les sujets agés caractérisés par des polypathologies qui nécessitent des
polymédications.

Les formes galéniques a libération modifiée sont des systémes vecteurs de
molécules actives qui permettent de diminuer le nombre de prises, de limiter les effets
secondaires éventuels et d'améliorer le confort des patients (6). Ces systemes consistent a
transporter un principe actif vers la cible & atteindre, en gardant des taux sanguins efficaces,
sans déborder vers les concentrations inefficaces ou toxiques, au moyen d’un vecteur soluble
ou insoluble dans I’eau, inactif du point de vue thérapeutique. Cette vectorisation permet
d’une part d’éviter 1’administration directe du médicament dans le corps humain et d’autre
part d’améliorer les caractéristiques pharmacocinétiques du principe actif vectorisé. Ce sont
alors les propriétés du vecteur et non celles du principe actif qui détermineront le sort du

systéme in vivo.

De nombreux systémes a vocation thérapeutique sont, a ce jour, formulés pour
provoquer une cinétique contrdlée de libération d’un principe actif. Les structures assurant
cette propriété sont formulées de telle facon que cette libération soit réalisée suivant différents
mécanismes dont les lois cinétiques sont connues (7) : dissolution, diffusion, perméation,

échanges osmotiques.

I.11. Rappel bibliographique sur la libération controlée :

I.11.1. Description des formes galéniques a libération contrélée :

Les premiéres études concernaient surtout les formes galéniques sphériques ou

les flux de matiéres (eau et principe actif libéré) sont de type radial et sont régis par la
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premiére loi de Fick qui permet de relier le flux de matiere transféré au gradient de

concentration(8).

Lorsque les formes galéniques ont des formes différentes de la sphére, les
calculs des transferts sont plus complexes. Selon le type de libération, les formes
galéniques a libération modifiée ont été classées en quatre principales catégories (9-12) :

ILI1.1.1. Formes a libération " retardée ** ou " différée " : Le debut du
processus de libération présente un temps de latence par rapport a la
forme conventionnelle. Ce sont des formes gastro-résistantes ou entériques

qui sont destinées a éviter la libération de 1’agent actif dans 1’estomac.

I.LI1.L1.2. Formes a libération "prolongee " ou "‘progressive™: Elles
assurent une concentration plasmatique efficace pendant une durée de
temps trés longue comparée a des formes classiques, toutefois, on observe
une diminution de la concentration aprés un passage par un palier

maximum.

I.11.1.3. Formes a libération *soutenue™ ou '‘constante™ : Elles sont
appelées aussi formes a libération d’ordre cinétique zéro. Elles offrent une
vitesse de libération indépendante du temps, et une concentration
plasmatique efficace constante pendant une durée de temps tres longue.

Ce qui correspond au cas « idéal ».

I.11.1.4. Formes a libération ""répétée™: La libération obtenue avec une
seule prise par ces formes est pareille a celle des prises répétées d’une
forme conventionnelle. Leur avantage est d’éviter 1’accroissement des

effets indésirables causés par des administrations suivies.

Sur la Figure 1 ci-dessous sont représentés les profils des concentrations
plasmatiques en principe actif obtenus a partir des différentes formes a libération
«modifiée » (10).
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A Concentration pilasmatique

Zone de toxidte
potentielie

Z2one
thérapeitiqie

 Forme corventionnelle

—e—e—=e— : [Forme a libération soutenue
—a—8——a—— : Forme a libeération repétes
———p——a— 1 Forme a libération prolonges
—————— : Forme & libération retardée
Figurel : Profil des concentrations plasmatiques obtenues a partir des différentes formes a

libération modifiée.

I.11.2.Classification des systémes de délivrance de médicaments :

Selon la maniere d’enrober les médicaments, ces formes galéniques sont classées

en trois systémes :

1.11.2.1. Systémes « réservoirs » :

Dans les systemes réservoirs (10) , le principe actif est enveloppé par une
membrane polymérique (film de polymeére gonflant ou non gonflant). La libération du

médicament est réalisée par diffusion a travers cette membrane.

Il existe plusieurs agents d’enrobage comme les silicones, les hydrogels, 1’éthyl
cellulose, I’acétate de cellulose et 1’éthyléne- vinyl - acétate. Ces agents d’enrobage sont

classés en :
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e Matériaux poreux : ils retiennent 1’agent actif dans leurs pores.

e Matériaux subissant une érosion chimique ou biologique, exemple : la
Gélucire.

e  Matériaux semi-perméables qui engendrent la formation de gradients

osmotiques.

La vitesse de libération dépend alors :

e des concentrations du principe actif contenu a I’intérieur et & I’extérieur du
réservoir.

e de I’épaisseur de la membrane.

e de la nature du polymere et ladiffusivité du principe actif a travers le
polymere.

e des interactions chimiques entre le polymere et le principe actif.

e de la masse moléculaire du principe actif.

e de la dureté du polymere.
Leur principal avantage est de pouvoir assurer une cinétique d’ordre zéro,
mais peuvent entrainer de graves conséquences : probléeme de toxicité inhérent au poids

moléculaire du polymere d’enrobage, et leur fabrication reste difficile et colteuse.

1.11.2.2. Systémes « matriciels » :

Dans ces systemes, le principe actif est dispersé dans le polymere « matrice »

d’une fagon homogeéne (13-15) On peut rencontrer plusieurs types :

e Les matrices minérales (formes inchangeées).

e Les matrices inertes (formes inchangées).

e Les matrices lipidiques (érosion partielle).

e Les matrices hydrophiles (gonflement par hydratation)

e Les matrices mixtes : Inertes hydrophiles et Inertes lipidiques.
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La diffusion du principe actif, a travers la matrice, est le résultat soit de sa
dissociation par le liquide environnant qui pénetre dans le systeme, soit de la
dégradation progressive de la matrice. Ces systéemes peuvent contrbler la libération du

médicament et prolonger son action thérapeutique.

1.11.2.3. Systéemes « hybrides » :

Ces systemes englobent les deux autres systemes. Ils sont constitués d’une
membrane enveloppant 1’agent actif, lui-méme dans une matrice polymeére.
De tels systemes ont une grande résistance mécanique et offrent une

cinétique de libération d’ordre zéro.

1.11.3. Développement des polymeres dans les systemes a libération controélée :

Les polyméres naturels et de synthése ont été tres utilisés depuis déja
quelques décennies dans 1’¢laboration de systémes permettant la libération controlée de
divers principes actifs (16-18). Le succes rencontré dans 1’utilisation des polymeres est surtout
d( aux possibilités offertes par ces derniers, dont les propriétés physico-chimiques et
mécaniques peuvent étre modifiées aisément selon les profils de libération souhaités,
compatibles avec I’effet thérapeutique recherché. Les polyméres doués de propriétés

pharmacologiques peuvent se ranger dans deux grandes familles :

e Polymeres ayant un effet pharmacologique global dii aux propriétés chimiques

de I’ensemble de la macromolécule (19, 20).

e Polymeéres biologiquement inertes utilisés soit comme supports sur lesquels
sont fixés les médicaments par une liaison simple (21, 22) ou double (23-26)
hydrolysable et un groupe espaceur soit comme simple matrice, type

Eudragit, ou sont dispersés les médicaments solides (27-29).

L’accrochage chimique du médicament sur la chaine polymeére sera réalisé
selon les recommandations de Ringsdorf (30): la liaison chimique de fixation du
médicament devra pouvoir étre hydrolysée dans les conditions physiologiques de
température (37°C) et de pH compatibles avec [’action thérapeutique recherchée. Le
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médicament est fixé en général a la chaine linéaire du polymére a I’aide d’un groupe
« espaceur » avec lequel il forme un groupe « pendant ». L’cau accédera plus facilement a
ce dernier pour libérer le médicament par I’hydrolyse de la liaison « médicament-
espaceur ». Le type de liaison chimique entre le médicament et 1’espaceur-polymeére va
dépendre de la nature du médicament et de celle de D’espaceur. C’est ainsi que les
liaisons ester (31), carbonate (32), acétate ou imine (33) ont été souvent utilisées comme

fonctions d’accrochage de médicaments sur des polymeres.

Les monomeres éthyléniques porteurs du groupe « pendant » pré-formé
contenant le médicament ont été largement mis a contribution pour la mise au point de
médicaments retards & base de polymeéres (34-37). Plusieurs médicaments ont été greffés sur

des polymeéres comme 1’aspirine (37), la procaine (38, 39), I’atropine (40) par exemple.

La fonction imine —CH=N- par exemple a permis de fixer de nombreuses
amines primaires modeéles ou principes actifs sur le vinylbenzaldéhyde (VBA) seul
monomere éthylénique portant une fonction aldéhyde (25) (41, 42), La fonction amide
permet aussi de greffer des amines primaires modéles sur le chlorure de méthacryloyl

copolymérisé avec d'autres comonomeres (21, 22) (43).

Les polymeres supports prévus pour étre administrés par voie orale devront
répondre a des criteres séveres de pureté, étre donc non toxigques, non immunogenes,
biocompatibles, solubles dans ’cau et de masses inférieures a 30.000 g.mol™(44). En effet
les hautes masses molaires sont toxiques a cause de leur accumulation dans les tissus
lipidiques. Ces criteres sont en fait rarement atteints en totalité. Dans leurs efforts, pour
réunir ’ensemble de ces critéres dans un méme systéme de relargage, des chercheurs sont
parvenus ces derniers années a proposer des procédés innovants nouveaux. La conception
actuelle des nouveaux systemes particulaires pour le contrdle de la libération de divers
agents thérapeutiques (médicament, geénes, enzymes...) fait appel majoritairement a

I’encapsulation (45-47).

L'utilisation des microparticules en tant que systemes a libération contrdlée offre

d'importants avantages (45, 46) tels que :
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1. la possibilité de contrdler de maniére précise le taux de libération d'un principe
actif incorporg,

2. lafacilité d'administration,

3. lutilisation des matrices biodégradables facilite le dégagement de ces derniers

du corps humains apres la libération compléte du principe actif.

Ce type de systeme est utilisé pour le traitement de plusieurs maladies comme
celle du systéeme nerveux central (SNC) (45). En raison de la barriere hémato-encéphalique
(BHE), seules des molécules lipidiques de faibles poids moléculaires et quelques peptides et
éléments nutritionnels peuvent franchir cette barriere de maniére significative, soit par
diffusion passive ou par des mécanismes de transport spécifiques. Ainsi, il est difficile pour la
plupart des principes actifs d'atteindre des concentrations d'ordre thérapeutique dans le tissu
cérébral (49). De plus, des principes actifs puissants (anticancéreux et facteurs neurotropes)
pouvant nécessiter d'étre délivrés dans des régions spécifiques du SNC, sont fréqguemment a
I'origine d'effets secondaires sérieux dans d'autres parties du corps humain surtout si de fortes
concentrations plasmatiques sont nécessaires afin d'assurer un taux suffisant de principe actif

au tissu cible.

Petitti M et al. (49) ont développé un modele théorique pour décrire la
libération du principe actif solide microencapsulé : le processus de diffusion a été
modélisé en détail et I’évolution du profil de la concentration du médicament a été
évaluee dans la coquille polymeére de I’enveloppe et dans la solution encapsulée. L’eau
diffuse a travers 1’enveloppe polymeére et dissout le cceur solide formé de la substance active.
IIs ont mené une analyse sensible pour étudier I’influence de certaines caractéristiques et
des conditions opératoires sur le temps retard, sur le temps de dissolution du corps
solide et sur la courbe de relargage. L’un des avantages importantS de cesS nouveaux
dispositifs est le contrdle du temps d’établissement du flux stationnaire du médicament

et de la vitesse de libération désirée (50).

Chan J M et al. (51) ont réalise des nanoparticules polymériques « cceur-
coquille » biodégradables encapsulant les médicaments de chimiothérapie Doxil/Caely et
le Genexol-PM pour des thérapeutiques approuvées cliniquement. Les nanoparticules
« cceur-coquille » utilisées par ces auteurs se composent d’un cceur hydrolysable formé

d’un poly (D,L-lactide-co-glycolide), d’'une monocouche de lécithine de Soja et d’une

10
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coquille en poly (éthyléne glycol). Elles ont été préparées par une méthode de nano-

précipitation modifiée combinée avec une technique d’auto-assemblage.

Un autre exemple est donné par Deffet thérapeutique de [Darchitecture
macromoléculaire de polyuréthanes biodégradables sur la libération contr6lée du
corticoide « acétate de dexaméthasone » incorporé a ces polymeres non-toxiques sur
I’'uvéite maladie des yeux démontré par Rodriges da Silva et al. (52). Le systéme libére

dans I’ceil une concentration constante en corticoide pendant 53 semaines.

Le but de ce travail est d'étudier les parametres clés permettant de maitriser la
microencapsulation de quelques principes actifs (Un monomere amide synthétise, le
tétraphenyl-porphyrine synthétisé, la procaine, I'amoxicilline, et I'ampicilline) par évaporation
de solvant et la microencapsulation du cinnamldehyde par coacervation complexe. Il a été
nécessaire de passer par un rappel bibliographique sur ces procédés d'encapsulation et par les

notions d'émulsions.

I.111. Généralités sur la microencapsulation :

I.111.1. Introduction :

La microencapsulation regroupe l'ensemble des technologies qui permettent la
préparation de microparticules individualisées, constituées d'un matériau enrobant contenant
un principe actif Les microparticules présentent une taille comprise entre environ 1 et 1000

pm et contiennent typiquement entre 5 et 90 % (en masse) de matieres actives (45) (53).

Les principes actifs sont d'origines trés variées : meédicaments, parfums, additifs
alimentaires, produits phytosanitaires, micro-organismes, cellules, et catalyseurs de réaction
chimique (54).

Cette encapsulation consiste a créer une membrane de type polymérique d'origine

naturelle (55, 56) ou synthétique (57, 58), ou de type lipidique (59), qui isole le principe actif

du milieu environnant et le protége ainsi efficacement de tout facteur dégradant tels que: la

11
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radiation lumineuse ou thermique, 1’agression chimique et I’incompatibilité avec d’autres
produits et permet davoir un effet retard pour les formes pharmaceutiques a libération

prolongée (45).

I.111.2. Domaines d'application :

La microencapsulation est actuellement tres développée pour de nombreuses
applications : élaborations des médicaments, en agro-alimentaire et dans la préparation des
produits phytosanitaires.... Dans le tableau 1 suivant, on donne les domaines d'application de

la microencapsulation (45).

Domaine Produits encapsulés
d'application
Agriculture Herbicides, Fongicides, Microéléments, Insecticides...

Industrie alimentaire | Aromes, huiles essentielles, Colorants, Extraits de plantes,
Antioxydants, Conservateurs, Agents antigels, Vitamines, Levures,

Enzymes, Microorganismes...

Cosmeétiques Parfums, Huiles essentielles, Agents humectants, Extraits de plantes,
Antiseptiques, Dissolvant pour vernis a ongles, Mousses a raser

Industrie Antibiotiques, Insuline, Hydrocortisones, Vaccins, Vitamines,
pharmaceutiques et | Anticorps, Antigénes, Cellules vivantes, Alcaloides, Enzymes,
médicales Analgésiques, Sédatifs, Contraceptifs, Interférons, Sulfonamides..

Electronique Cristaux liquides, Matériaux a changements de phases, Aimants
micromagnétiques, Matériaux semi conducteurs, Adhésifs, Agents

de séchage...

Traitement de déchet | Microorganismes, Substrats, Enzymes catalyseurs, Déchets liquides,

12
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Déchets radioactifs...

Photographie

Halogénures  d'argent, Pigments  colorants, Composés

photopolymérisables, Réveélateurs pour photographie...

Industrie textiles

Matériaux a changements de phases, Colorants pigments, Parfums,

Agents a effet mouchette, Stabilisants couleurs...

Industrie des

détergents

Parfums, Agents décolorants, Enzymes, Antistatiques, Détachants,

Silicones, Cires, Abrasifs...

Industrie Chimique

Catalyseurs et enzymes, Agents oxydants et réducteurs, Inhibiteurs
de cohésions, Agent de séchage, Agents UV protecteurs, Matériaux

chromatographiques, Agents lubrifiants, Agents de gonflement...

Biotechnologie

Enzymes immobilisées, Complexes multienzymatiques, Cellules
artificielles, Cellules vivantes, Microorganismes, Composés

nutritionnels, Produits radio-diagnostiques, Adsorbants...

Graphisme et peinture

Colorants, Révélateurs, Pigments, Adhésifs, Composés sensibles a la

chaleur, Cristaux liquides.

Tableaul : Présentation des différents domaines d'applications de la microencapsulation.

1.111.3. Etapes de la microencapsulation :

La microencapsulation se réalise généralement en trois étapes (54) :

1. La premiére étape consiste en l'incorporation du principe actif dans la matrice

ou le cceur de la microparticule.

Dans le cas ou I'enveloppe est liquide, l'incorporation consistera en une

dissolution ou dispersion du principe actif dans la matrice. Si la matrice est un solide

(poudre), l'incorporation du principe actif peut étre réalisée par absorption dans la poudre ou

13
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agglomeération avec la poudre. Un principe actif solide (pur ou formulé) peut aussi constituer

lui-méme l'enveloppe des microparticules.
2. La deuxieme étape est une opération mecanique consistant :

e soit a realiser une dispersion liquide/air ou liquide/liquide dans le cas d'une
matrice liquide.
e soit a pulvériser une solution sur les particules solides sous agitation dans le

cas d'une matrice déja organise en particules.

3. La derniere étape consiste en une stabilisation par un processus chimique
(polymérisation) physicochimique (gélification, coacervation) ou physique (évaporation,

solidification, coalescence).

Les microparticules obtenues par microencapsulation peuvent se présenter sous

deux types de morphologies distinctes (45, 46) :

e Les microspheres qui sont des particules constituées d’un réseau
macromoléculaire ou lipidique continu formant une matrice dans laquelle se
trouve finement dispersée la matiere active. Cette derniere peut se présenter
sous forme de fines particules solides ou encore de gouttelettes de solutions

(Figure 2 a gauche).

e Les microcapsules qui sont des particules réservoirs constituées d’un cceur de
maticre active liquide ou solide, entourées d’une enveloppe solide continue de

matériau enrobant (Figure 2 a droite).

14
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1°25

Figure 2 : Morphologies des Microparticules.

1.111.4. Matériaux d'encapsulation :

Les matériaux (polymeres et lipides) utilisés pour obtenir ces structures sont
nombreux et variés. Le tableau 2 suivant donne les principaux polymeéres utilisés pour obtenir

ces structures.

Type de polymere Nom Chimique

Chitosane (60), Alginate (61, 62), Gélatine (63)

Polymeéres naturels
y (64), Gomme Arabique (65).

Poly lactide (66), poly epsilon-caprolactone (67)
Polypropyléne (68) ,

Polymere synthétiques

Poly (lactide -co- glycolide) (69, 70)
Poly (Styrene-co- Methyl methacrylate) (71)

Copolymeres Poly (melamine-urea-formaldehyde) (62)

Corps gras solides, glycérides, cire (d'abeille, de

Lipides et cires minérales | carnauba.., cire minérales (45)

Tableau 2: Principaux polymeres utilisés pour obtenir des structures microparticulaires.
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I.111.5. Procédés de la microencapsulation :

Il existe plusieurs maniéres de classer les procédes de la microencapsulation

selon différents critéres (2) :

v" L'utilisation ou non de solvant,

v La nature du milieu dispersant : liquide, gazeux ou a I'état supercritique,
v' Ll'utilisation des polymeres préformés, de lipides ou de monomeres,
v

Le procédé utilisé pour réaliser la microencapsulation.

Cette derniére classe est la plus couramment utilisée. Nous distinguons trois

grandes familles classés dans le tableau suivant (73).

Les procédés de la Les techniques Références
microencapsulation
Coacervation (simple ou complexe) (65), (74)
o . Evaporation/extraction de solvant (57), (75)
Procédés physico-
chimiques Gélification thermique (45)
Polymérisation interfaciale (68), (76)
Procédés chimiques Polymeérisation en milieu dispersé (77)
Polymérisation radicalaire ou anionique (77)
Procédé basé sur la technologie fluide (78)
supercritique
Spray drying (79, 80)
Procédés mécaniques | Gélification ou Congélation de gouttes (81)
Enrobage en lit fluidisé (45)
Extrusion (45)

Tableau 3 : Les Procédés de la microencapsulation.
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I.111.5.1. Procédés chimiques :

Il consiste en la polymérisation autour de la matiére active d'un ou de plusieurs
monomeres conduisant a la formation in situ d'une membrane de protection. Plusieurs
types de polymérisation peuvent étre envisagés : polycondensation, polymérisation

radicalaire ou anionique.

+  Polymérisation interfaciale : L'encapsulation par la polymérisation
(polycondensation) interfaciale nécessite la formation d'une émulsion, ou deux
monomeres sont solubles dans les phases de I'émulsion. Le principe actif se
trouve dans la phase dispersée (82). La réaction de polymeérisation se déroule a
I'interface des gouttelettes contenant la matiere active créant des parois des

microcapsules (83) (Figure 3).

monomere A monomeére B

matiére active -
polymere

Figure 3 : Représentation du procédé de microencapsulation par polymérisation

(polymérisation) interfaciale.

Ce procéde s'applique a des principes actifs liposolubles que solubles (84). La
voie de polymérisation généralement utilisée est la polycondensation. Les particules obtenues

par cette technique ont des tailles comprises entre quelques um et une centaine des pm.

Les principales limitations du procédé de polymérisation interfaciale sont liées
aux possibilités de réaction chimique entre la matiére active et les monomeéres utilisés pour la

formation de la membrane, ainsi que la solubilité de la matiere active dans le solvant de la
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phase continue qui peut entrainer sa migration et limiter le taux d'encapsulation. Les solvants

organiques utilisés dans ce procédé sont généralement : le cyclohexane, le chloroforme,

I'éthylénediamine et le dichlorométhane (85).

+  Polymérisation en milieu dispersé : Le

microencapsulation en milieu dispersé peut avoir lieu en dispersion, en émulsion
ou en microsuspension (2). La voie de polymérisation peut étre anionique ou
radicalaire. Le monomeére est solubilisé dans la phase continue et le principe actif
se trouve dans la phase dispersée. Aprés l'amorcage de la réaction de la
polymeérisation, les polymeres formés précipitent a partir d'une longueur de
chaines critique formant ce que I'on appelle les noyaux primaires (figure 4b). La
précipitation des chaines polymériques autour du principe actif permet la
formation d'une particule finale de type microcapsule (figure 4c). Dans ce
procédé, un tensioactif peut étre dans la phase continue pour stabiliser les agrégats

de polymeéres et aider leur précipitation autour des gouttelettes contenant le

principe actif.

procédé
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Figure 4 : Principe du procédé de microencapsulation par polymérisation en milieu
dispersé : (a) matiere active dispersé dans la solution de polymere, (b): formation des

noyaux du polymere et (c) formation des microcapsules.

Dans ce procédé, les conditions d'étalement entre les différentes phases doivent
étre respectées pour assurer une encapsulation efficace, il est impérativement nécessaire

d'avoir une tension interfaciale entre la matiére active et la phase continue supérieure a celle

entre la phase continue et le coacervat.
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Les principaux parametres du procédé déterminant les caractéristiques finales des
microcapsules sont :

e L'agitation (mode d'agitation, vitesse, temps) qui conditionne le diametre moyen
et la distribution en taille des particules.

e La concentration de la solution de polymere qui détermine I'homogéneité de la
membrane d'enrobage et la distribution des masses moléculaires de cette
membrane.

e Dans le cas de l'utilisation d'un tensioactif, sa nature et la concentration dans le

milieu ont une influence sur le diamétre des microcapsules.

Cette technique est utilisée pour enrober les nanoparticules solides, notamment le

dioxyde de titane, la silice, I'oxyde de fer et I'argent (86).
Les polymeres formés au cours de I'encapsulation sont le polyacrylate, le
polystyrene et le polyacrylamide. Les solvants utilisés dans la réaction de polymérisation

peuvent étre I'éthanol/eau, le méthanol et le cyclohexane.

Les tailles des particules obtenues par microencapsulation par polymérisation en

milieu dispersé varient entre quelques dizaines de nm et quelques pum.

LLI11.5.2. Le procédés mécanigues : mettant en jeu des techniques de pulvérisation, de

formation de gouttes ou de gouttelettes et d'extrusion. On citera dans ce groupe les

méthodes suivantes :

+ Enrobage en lit fluidisé : Le procédé d'enrobage en lit fluidisé s'applique a des
matieres actives sous forme solide. Durant le procédé d'enrobage, il y a formation
d'une couche de matrice homogene autour du principe actif donnant aux

microparticules obtenus une structure de type capsule (87).

L'encapsulation se déroule dans une chambre cylindrique verticale dun lit

fluidisé. Initialement, les particules a encapsuler sont "fluidisées™ a l'aide d'un flux dair
(Figure 5a). Ensuite, le matériau enrobant est pulvérisé sur cette suspension fluide de
particules. Les gouttelettes de la solution de polymeére entrent en contact avec la surface de

particules du principe actif et si les conditions d'étalement sont respectées, le polymere
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s'adsorbe a la surface des particules (Figure 5b). La couche d'enrobage se forme aprés
plusieurs passages par les zones de pulvérisation et séchage permettant d'envelopper la

particule par une couche continue et homogene (Figure 5c).

L'épaisseur de la couche de polymere formée varie de quelques pm a une

vingtaine de um (2).
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Figure 5 : Représentation schématique de microencapsulation par méthode
d'enrobage en lit fluidisé : (a) matiére active "fluidisé”, (b) pulvérisation de la solution de

matiére polymérique et (c) formation des microparticules.

La taille des microparticules préparées par le procéde denrobage en lit fluidisé
peut aller de quelques dizaines de pm jusqu'a 600um et le taux d'encapsulation est compris
entre 60% et 90% (2).

+ Extrusion: La technique d'extrusion peut étre utilisée pour I'encapsulation de
matiére active dans des polymeres thermoplastiques, dont la viscosité a I'état

fluide permet de préparer des microcylindres homogenes et réguliers (2).
Le produit a encapsuler et le matériau enrobant sont préalablement mélanges.

Ensuite, ce mélange est passé a travers une extrudeuse dans laquelle il subit un certain nombre

d'opérations : mélange, malaxage, mise en pression, échauffement, et détente.
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Apres extrusion, la matiére obtenue est découpée en microparticules cylindriques,
qui sont ensuite érodées mécaniquement pour rendre leur forme voisine celle de microsphéres
(45).

Les principaux avantages de cette méthode sont les suivants :
- des codts de transformation faibles et des rendements éleves.
- les microparticules préparées ont une morphologie dense et sont peu

poreuses.

Ce procédé est utilisé pour les matiéres enrobées résistantes a des températures
élevées (environ 200°C). La taille des microspheres préparées par cette méthode est

supérieure a 200 um et le taux d'encapsulation peut atteindre les 50%.

+ Procédé basé surla technologiede CO, supercritique : Plusieurs travaux sont
basés sur ce procédé d'encapsulation (88-90). A I'état supercritique, le fluide a des

propriétés intermédiaires entre un gaz et un liquide.

Dans cette méthode, le principe actif est dispersé dans une solution de matiere
enrobante dans le fluide supercritique. L'élimination du dioxyde du carbone permet alors de

précipiter les polymeres de leur solution et créer un enrobage continu (90).

L'utilisation du CO, supercritique, qui est non toxique, non inflammable et
recyclable dans le domaine de la microencapsulation donne la possibilité d'obtenir des
microparticules par une méthode simple. La limite dans cette technique est la solubilité de la

matiere enrobante dans le CO, fluidisé dont la polarité est proche de celle de I'nexane.
Les polyméres couramment utilisés sont des polymeéres synthétisés tels que les
polylactides, les polyacrylates et les polyéthers (88, 90-92). Les particules obtenues sont

géneralement des microspheres de taille 1 a 100 um et de taux d'encapsulation de 10-40%.

+ Atomisation (spray-drying) : Ce procédé permet la transformation de préparations

liquides en poudres séches.
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Plusieurs formes de liquides initiales peuvent étre utilisées en microencapsulation
par atomisation (90-92):
- L'@mulsion : La matiére active est émulsionnée dans une solution
contenant le matériau enrobant.
- La solution : la matiére active et le matériau enrobant sont solubilisés
dans le méme solvant.
- La dispersion : des particules solides de matiére active sont dispersées

dans la solution de la matiére enrobante.

L'étape initiale de cette technique est la préparation de la forme liquide nommée
solution d'alimentation, homogene et stable dans le solvant adapté. Le procédé se base sur la

pulvérisation et le séchage de cette solution a I'aide d'un atomiseur (Figure 6).
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Figure 6 : Représentation schématique de I'atomiseur.
1 : chambre d'atomisation, 2 : une buse d'atomisation, 3 : le récipient de

récupération, 4 : un cyclone, 5 : un filtre

L'atomiseur est généralement constitué d'une haute tour (chambre d'atomisation),
au sommet de la quelle la formulation liquide initiale est injectée a l'aide d'une buse
d'atomisation. Apres le contact des microgouttes de la solution liquide avec un flux dair
chaud, le solvant (généralement I'eau) s'évapore. En effet, un transfert de chaleur depuis l'air

vers la phase aqueuse se produit a cause de la différence de température et de la pression entre
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la phase liquide et la phase gazeuse qui permet le transfert des molécules de solvant du
produit vers l'air chaud. La vitesse de diffusion du solvant du cceur de la microgoutte a sa
surface est constante et eégale a la vitesse d'évaporation a la surface. Finalement, quand la
quantité de solvant dans la gouttelette atteinte est niveau critique, I'enveloppe seche est
formée. La vitesse d'évaporation diminue et devient dépendante de la vitesse de diffusion de
I'eau a travers la surface. Le séchage est terminé quand la température de la particule devient

égale a celle de I'air dans la chambre d'atomisation (88).

Les microparticules formées sont collectées dans le récipient de récupération
apres une séparation du flux d'air par passage dans un cyclone. L'air humide est évacué vers la

sortie par passage a travers le filtre.

Le séchage peut étre effectué suivant deux régimes différents :

v" Quand la solution est pulvérisée dans le méme sens que le flux dair
chauffé, I'appareil fonctionne a co-courant (Figure 7a)

v' Lorsque les microgouttes pulvérisées présentent initialement une
trajectoire opposée au flux dair chaud, l'appareil fonctionne a contre-

courant (Figure 7b)
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Figure 7 : Schéma de principe d’un appareillage d’atomisation :

(a) a co-courant et (b) a contre- courant.
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La taille moyenne des microparticules obtenue par procédé datomisation varie
entre 1um et 100 um pour le séchage a co-courant et entre 50 pum et 200 um pour le séchage a

contre-courant ou l'agregation des petites microparticules avec les grandes est plus fréquente.

La morphologie des particules est de type microsphere, avec une forme sphérique,

et une surface lisse ou parfois fripée.

Les paramétres qui peuvent influencer l'efficacité de ce procédé sont (88) :
- La viscosité et la température de la préparation du liquide de départ.
- Latempérature de I'entrée et de la sortie de I'appareil.
- La nature et la concentration de la matiere active et de la matiere

enrobante.

1.111.5.3. Procédés physico-chimiques : Ils sont basés sur les variations de solubilité et

les conditions de précipitation des agents enrobants. Il sagit par exemple de la
précipitation contrdlée d'un polymere en solution, par ajout d'un non solvant ou d'un
polymere incompatible (coacervation). Les autres méthodes se basent sur la variation de
température de la solution (évaporation de solvant) ou sur le changement d'état, comme

solidification, des agents enrobants (gélification thermique d'émulsions).

+ Gélification : Plusieurs matiéres (polysaccharides, protéines, polyméres
synthétiques, lipides) en solution peuvent former des gels soit par

refroidissement (93), soit par contact avec certains ions chélateurs (94).

Le procédé de gélification se base sur I'encapsulation d'une matiére active dissoute
ou dispersée dans une solution de matiére enrobante ou dans un matériau fondu. L'ensemble
est émulsionné soit dans une phase dispersante ou la température est maintenue supérieure a
la température de fusion d'enrobage (gélification thermique), soit dans une solution contenant
des ions cheélateurs qui provoquent la gélification. Les microparticules de gel formé peuvent

étre ensuite récupérées par filtration et séchées.
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Les avantages que peut apporter ce procédé sont les suivant :

- La possibilité d'obtenir une distribution granulométrique des particules tres
étroite.

- Lorsque des polymeéres hydrosolubles sont utilisés comme l'alginate de
sodium (95), I'encapsulation peut étre réalisée a des températures égales ou
inférieures a la température ambiante, ce qui est intéressant lorsque la
matiere a encapsuler est particulierement fragile ou volatile.

- La taille des particules obtenues varie entre quelques dizaines et quelques
centaines de um et le chargement des microparticules en matiére active est
autour de 20% (2).

+ Coacervation : Le terme de coacervation décrit le phénomene de désolvatation
de macromolécules conduisant a une séparation de phases au sein d'une solution.
A l'issue de la coacervation deux phases seront en présence dans le milieu :
- Le coacervat : riche en polymeére et pauvre en solvant.

- Le surnageant : pauvre en polymere et riche en solvant.

La microencapsulation par coacervation consiste a provoquer la précipitation de la
matiére enrobante par séparation de phase autour de la matiere active. Une microcapsule est
alors formée.

Quand la quantité de matiere active dans le milieu est tres faible par rapport au

coacervat, les particules peuvent s'agréger et donc former une microsphére.

Deux types de coacervation sont connus : la coacervation complexe quand la
structure du coacervat comprend plusieurs polymeéres et la coacervation simple quand la

matrice est formée d'un seul polymere.

+ Coacervation complexe : La coacervation complexe consiste en l'utilisation de
deux polyélectrolytes hydrosolubles portant des charges opposées, provoquée
par une modification du pH du milieu aqueux (96, 97). Cette méthode sera

beaucoup plus détaillée ci dessous.

+ Coacervation simple : la coacervation complexe consiste en des répulsions

polaires et apolaires entre deux solutés dont l'un doit &tre un polymére (98). Elle
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est provoquée par une désolvatation directe du polymére qui a lieu apres
changement du pH ou de la température, par addition d'un non solvant ou d'un

électrolyte.

Le principal avantage de la coacervation est qu'il est possible d'utiliser
aussi bien des polymeéres hydrophobes que les polymeéres hydrophiles (99), car
le coacervat peut se former en milieu organique ou aqueux. Les tailles des
particules obtenues par la coacervation vont de quelques pm a quelques
centaines de um et le taux d'encapsulation peut atteindre les 90%.

+ Evaporation de solvant : La méthode de microencapsulation par évaporation
de solvant (100) repose sur I'évaporation de la phase interne d'une émulsion sous
agitation. Cette technique est le plus souvent utilisée dans le domaine de la
pharmacie pour la production et la libération contrélée de médicament. Cette

méthode est décrite en détail dans la suite de ce mémoire.

Les principaux facteurs affectant le diametre moyen et la morphologie des

microparticules sont la composition et le procédé de leur fabrication (2) :

Les parameétres de composition sont :

* la proportion de solide dans la phase organique,

* la nature et le volume de solvant ajoutg,

* la viscosité de la phase organique et de la phase aqueuse,
* le type et la concentration de tensioactif,

* la quantité de phase organique et de phase aqueuse,

* la concentration initiale en monomeére ou en polymere.

Les parameétres physico-chimiques du procédé sont :
* le profil de température et de pH pendant la production,
* la configuration du réacteur,
* le type d’agitateur,
* la vitesse et la puissance d’agitation,

* la technique de fabrication.
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Dans la suite, nous allons nous concentrer sur la notion d'émulsion et sur la formulation

des microparticules par coacervation complexe et par évaporation de solvant.

1.1V. L'émulsion :

L'émulsion signifie un systeme contenant au moins deux liquides non miscibles,
dont I'un est dispers¢ dans 1’autre. On distingue donc une phase dispersée et une phase
continue. Si la phase continue est une phase huileuse, c’est une émulsion eau dans huile
(WI/O, type inverse). Si la phase continue est constituée d’un liquide polaire associé, ¢’est une
émulsion huile dans eau (O/W, type directe) (101).

En général pour préparer une émulsion, il est nécessaire d'avoir au moins une
phase aqueuse, une phase huileuse et un tensioactif. Par un apport d’énergie mécanique, la
mise en commun des différents composants conduit a la formation d’une dispersion appelée
émulsion.

Une émulsion est un systéeme thermodynamique instable, qui tend a terme, vers la
séparation de phases (demixion). Le tensioactif ralentit les mécanismes physiques qui
conduisent a la séparation de phases et permet une « stabilité » cinétique du systéme.

Le role du tensioactif dans la préparation d’une émulsion est de diminuer la
tension interfaciale, et par conséquent de diminuer 1’énergie nécessaire pour rompre les
gouttes. L’adsorption du tensioactif a I’interface des gouttes permet d’augmenter la

« stabilité» du systeme.

1.1V.1. Le tensioactif (surfactant):

Les molécules de tensioactifs comportent deux parties de polarités différentes :
une partie apolaire, hydrophobe, lipophile, présentant une affinité pour les huiles et une partie
polaire, hydrophile, présentant une affinité pour ’eau. La partie lipophile est constituée par
une ou plusieurs chaines hydrocarbonée(s) aliphatique(s), linéaire(s) ou ramifiée(s),
aromatique(s) ou encore alkylaromatique(s). Le caractere hydrophobe de la partie
hydrocarbonée varie avec le nombre d’atomes de carbone, le nombre d’insaturations et les
ramifications. En régle générale, le caractére hydrophobe croit avec le nombre d’atomes de
carbone et diminue avec le nombre d’insaturations. La partie hydrophile, ou téte polaire, est

constituée par un ou plusieurs groupements polaires (s), ionique (s) ou non ioniques (s).
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Figure 8 : Molécule d'un tensioactif.

Ce caractére double leur permet de se placer aux interfaces eau-huile, et de
diminuer la tension interfaciale, stabilisant ainsi les gouttes contre la coalescence. Les
émulsions sont utilisées comme véhicules de conditionnement mixtes aquo-organiques de
produits divers comme les peintures, les bitumes, les denrées alimentaires, les médicaments,

les composes cosmétiques et les produits d'hygiéne (102).

1.1V.2. Classification des tensioactifs :

Les tensioactifs sont classes en quatre groupes selon la nature de la téte polaire :

anioniques, cationiques, non ioniques et zwitterioniques (103, 104).

* Anioniques : pour ce type de tensioactif les groupes polaires courants sont des

carboxylates, sulfates, sulfonates ou phosphates.

* Cationiques : la plupart des tensioactifs cationiques sont a base d’atomes

d’azote, en particulier ammoniums quaternaires.

» Non ioniques : les composés tensioactifs non ioniques sont le plus souvent
polyfonctionnels ; polyéthers (tensioactifs polyéthoxylés) ou polyols. Les
polyéthers ont typiquement un groupe polaire constitué de 4 a 10 unités d’oxyde
d’éthyléne. Les tensioactifs a base de polyols les plus courants sont les esters de
sorbitane, les alkyl glucosides et les polyglycérols esters. Les tensioactifs non
ioniques, les plus utilisés dans les industries alimentaires et pharmaceutiques sont

les esters de sorbitane, aussi appelés Span et Tween.
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» Zwitterioniques : ils comportent deux groupements ioniques de charges
opposées. lls sont par conséquent parfois classés comme non ioniques. Les
composés tensioactifs zwitterioniques les plus répandus sont les bétaines et les
sulfobétaines. La charge positive est typiquement un ammonium, et la charge

négative la plus commune est un carboxylate.

1.1V.3. Comportement du tensioactif en solution :

Les tensioactifs ont la capacité de former en solution des Systémes Moléculaires
Organisés (SMO) thermodynamiquement stables, des micelles directes ou inverses (figure8)
et des cristaux liquides. La concentration en solution aqueuse a partir de laquelle un composé
tensioactif forme une micelle est appelée concentration micellaire critique (CMC). La valeur
de la concentration micellaire critique dépend de la nature chimique du tensioactif (longueur
de la chaine lipophile et nature de la téte polaire), et également d’autres parametres tels que la

concentration en électrolytes ou la température.
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Figure 9 : Les types de micelles.

Le Systeme Moléculaire Organisé (SMO) se base sur trois parametres du
tensioactif : la surface par téte polaire [a; (um?)], le volume de la chaine alkyle [v. (um?)], et la
longueur de la chaine alkyle [l.(um)](2105).

A partir de ces parametres, il est possible de définir le parameétre d’empilement (P)

établi par le rapport entre v, a;etl;selon :
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Pour des valeurs de P inférieures a 1/3, les micelles directes sont favorisées, tandis

que pour des valeurs supérieures a 1, la formation de micelles inverses est préférée.

11 existe quelques régles générales pour modifier la valeur de P (105) :

en changeant la surface de la téte polaire (a;) par augmentation ou diminution de
la concentration en électrolyte (tensioactifs ioniques),

par modification du pH du systéeme (tensioactifs ioniques)

changement de la température (tensioactifs non ioniques).

en modifiant le rapport v/l par l'augmentation du nombre de groupes alkyles
de la chaine hydrocarbonée du tensioactif en utilisant des chaines insaturées ou
ramifiées,

en changeant le degré d’éthoxylation de la téte polaire pour les tensioactifs
polyéthoxylés.

Répulsion hydrophile entre
les tétes polaires

Micalle «+—— Teansioacti

Figure 10 : Parametres Géométriques d'un tensioactif.

Les tensioactifs jouent un role trés important dans la formation et la conservation

des émulsions. Leur structure les pousse a se réunir sur les limites interfaciales entre les

liquides polaire et non polaire.
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1.1VV.4. Emulsions et émulsions multiples :

Les surfactants changent les propriétés de l'interface ce qui joue un role important
dans la stabilité des émulsions, inversement, lors de la conception de systemes émulsionnés,
le procédé de fabrication et les proportions relatives des phases lipophiles et hydrophiles sont

des facteurs moins importants (106).

La phase dispersée (ou la phase interne) est présente sous forme de fines
gouttelettes dans la phase continue (ou phase externe). Les principales émulsions utilisées en

pharmacie sont des mélanges de solutions aqueuse et huileuse. Selon les cas, on distingue :

e Des émulsions huile dans I'eau, appelées lipophile/nydrophile (O/W) et formées

de gouttelettes d'huiles dispersées dans une phase aqueuse continue externe.

e Des émulsions d'eau dans I'huile encore appelées hydrophile/lipophile (W/O) et
formées de gouttelettes d'eau dispersées dans une phase huileuse continue

externe.

Les émulsions O/W sont préparées par I'émulsification d'agents qui sont plus
solubles dans la phase aqueuse que dans la phase huileuse alors que les émulsions W/O sont
préparées par I'émulsification d'agents qui sont plus solubles dans la phase lipophile. De ce
fait, il est possible, dans des conditions opératoires bien précises de former des emulsions

multiples.

Emulsions simples Emulsions multiples
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Figure 11 : Représentations schématiques des différents types d'émulsion.
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1.1V.5. Microémulsions :

Le terme de micro-émulsion a été introduit en 1959 par Schulman (106) pour
décrire des émulsions transparentes. Le plus souvent, les microémulsions sont décrites comme
des systéemes biphasiques composés de gouttelettes trés fines (10-200 nm), d’ou leur aspect
(li¢ au fait que les diametres des gouttelettes sont inférieurs aux longueurs d’onde de la
lumiére visible). Mais une autre description en a été faite comme systémes monophasiques
obtenus grace a un émulsifiant permettant la coexistence des molécules de la phase aqueuse et
de la phase huileuse sous forme de microdomaines d’une dizaine de nanometres : « Les
microémulsions sont des mélanges d’eau, d’huile et d’amphiphile qui forment une phase
unique a 1’équilibre thermodynamique, au lieu de se séparer en une phase aqueuse et une
phase huileuse » (107-108). La description la plus satisfaisante admet plusieurs structures en
équilibre : une structure de type biphasique, avec des micro- gouttelettes dispersées, et une

structure dite bicontinue (109).

Figure 12 : Structure bicontinue des microemulsions.

1.1V.6. Granulométrie :

La granulométrie correspond a la taille des gouttelettes de la phase dispersee :

distribution de taille et diamétre moyen (110).

Si la distribution de taille des gouttelettes ou distribution granulométrique est

généralement monomodale (les diametres se distribuent en un pic unique), dans certains cas,
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on observe des distributions bimodales. Si la distribution est resserrée, on parle d’émulsion
homogéne ou monodisperse, sinon d’émulsion hétérogene ou polydisperse.

La taille des gouttelettes d’une émulsion se distribue de fagon continue des plus
petites aux plus grosses. Généralement les données brutes concernant la taille, données sous
forme de diametres, sont réparties en catégories discretes ou classes granulométriques avec

mention du nombre de gouttelettes (n;) pour chaque catégorie.

La distribution de taille des gouttelettes ou distribution granulométrique peut étre
représentée par la fréquence en nombre (f;j) des gouttelettes dans chaque catégorie de taille :

fi=ni/N [2]

n; nombre de gouttelettes de la classe i, N nombre total de gouttelettes.

On parle dans ce cas de distribution granulométrique en nombre.

Les distributions granulométriques sont modélisables par une loi log-normale (ce
qui signifie que si les abscisses sont en coordonnées logarithmiques, I’allure de la distribution
est normale : distribution gaussienne). De fait, les représentations de distribution
granulométrique se font sur des repéres semi-logarithmiques. D’autres paramétres sont utilisés
pour représenter la granulométric d’une émulsion : le pourcentage en surface ou le

pourcentage en volume.

Des calculs de pourcentages en surface et en volume peuvent étre effectués sur
toute une population. Dans une distribution en surface (ou aire), on calcule pour chaque classe
granulométrique le pourcentage de la surface des gouttelettes de la classe considérée par

rapport a I’aire de I’ensemble des gouttelettes de toutes les classes :
A = g /AN [3]
A, : pourcentage de la surface des gouttelettes de la classe i,

a; :surface des gouttelettes de la classe i,

Ay : surface de I’ensemble des gouttelettes analysées.
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La surface (aj)) de I’ensemble des gouttelettes de cette classe est obtenue en
multipliant la surface d’une goutte [4x ri? = 4n (di/2)°] par le nombre de gouttes de la classe
considérée (n;) :

dj = ni*4*TC = [ = ni*4*n * (di/2)2 [4]

De méme, pour une distribution volumique, le volume (v;) de I’ensemble des

gouttes d’une classe i s’exprime par :
Vi = #4137« 12 = Ny« 4137« (dif2)? [5]
Le pourcentage en volume (Vi) des gouttes de la classe i correspond au rapport :
Vi=Vvi/Vy [6]

vi : Volume des gouttelettes dans la classe granulométrique i,
Vi : Volume total de toutes les gouttelettes.

1.1\VV.7. Emulsification :

Une émulsion nécessite 1’apport d’une certaine énergie fournie par un systeme
d’agitation. Cette énergie permet de déformer et de rompre les gouttes. La rupture des gouttes
et les propriétés de 1’émulsion sont conditionnées par le procédé choisi (géométrie du systéeme
d’agitation, type d’agitateur, vitesse d’agitation, temps d’émulsification) et par des conditions
de formulation (nature et concentration d’huile, nature et concentration du tensioactif,

concentration en électrolyte).

1.1\VV.7.1. Déformation et rupture des gouttes

Si I’on considére une goutte isolée de phase dispersée dans la phase continue,
l'augmentation de la surface totale par rupture des gouttes nécessite l'apport d'énergie a la
solution par le systeme d'agitation puisque la déformation d'une unité de surface de 1m?2

correspond a la tension interfaciale (111).
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Les forces capillaires qui s’exercent au contact entre les deux phases non
miscibles et qui induisent une différence de pression entre les phases (pression de Laplace
APy), laquelle tend a maintenir la forme de la goutte:

ap=2t [7]
Ou:
AP\ .Pression de Laplace (Pa)
v Tension interfaciale (N/m) ou (Joule/m?)

Rg Rayon d’une goutte (m)

Les nombres adimensionnels qui permettent de représenter le rapport entre les

différentes forces pendant 1I’émulsification sont :

1- Le nombre de Reynolds, qui quantifie le rapport entre les forces de viscosité et les
forces d’inertie.
_pN(Da)®
oy

[8]

Re

Re Nombre de Reynolds

p Masse volumique (kg/mS)

N Vitesse d’agitation (tr/s)

Da Diametre de ’agitateur (m)

n Viscosité (Pa.s)

La masse volumique (p) et la viscosité (1) correspondent en général aux propriétés
physiques de la phase continue, mais elles peuvent étre considérablement modifiées quand la
fraction volumique de la phase dispersée (@) est élevée (¢, > 0.5). On prend alors, par

exemple la viscosité de I’émulsion.

2. Le nombre Capillaire et le nombre de Weber, lesquels quantifient le rapport entre les
contraintes mécaniques appliquées sur la goutte par 1’écoulement externe et la demi-pression
de Laplace. On utilise le nombre capillaire pour les contraintes visqueuses, ou le nombre de

Weber pour les contraintes inertielles :
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g

Ca - E| [9]
L 2Y )
' 247

We = I:'”d| [10]
L2y

Ou:

Ca : Nombre capillaire
We : Nombre de Weber

1 :Vitesse de cisaillement (1/s)
d : Diamétre de la goutte (m)

vy :Tension interfaciale (N/m) ou (Joule/m?)

Selon que le régime d’écoulement est laminaire ou turbulent, c’est le nombre

capillaire ou le nombre de Weber qui gouverne les processus de dispersion mécanique.

3. Le rapport des viscosités permet de prendre en compte la transmission des
déformations ou des contraintes de la phase continue vers la phase dispersée (seulement en
régime laminaire)

[11]

Ou:
Ry Rapport de viscosités entre la phase dispersée et la phase continue
ne Viscosité de la phase continue (Pa.s)

ng Viscosité de la phase dispersée (Pa.s)
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1.1V.7.2. Role du tensioactif sur ’interface et la rupture de gouttes :

Au cours de I’émulsification, le réle le plus important des tensioactifs consiste a
abaisser la tension interfaciale eau/huile pour diminuer la pression de surface (IT) (112) :
[1=vo- v [12]
Ou:
[] Pression de surface (N/m)

Yo Tension interfaciale sans tensioactif (N/m)

vy Tension interfaciale avec le tensioactif (N/m)

Le transfert du tensioactif dans un procédé d’émulsification peut s’effectuer selon

deux mécanismes, la migration vers I’interface eau/huile et la diffusion a la méme I’interface.

e  Migration vers l’interface

La migration du tensioactif vers la goutte est principalement établie par
convection et dépend du type de régime d’écoulement. Par exemple, pour un écoulement en
régime laminaire le temps caractéristique d’adsorption est donné par I'équation suivante

(113):

- enl’ [13]
“s  CMCdy

Ou:
Tads 1emps d’adsorption du tensioactif (s)
I' Surface en exces (quantité de tensioactif adsorbé) (mg/m?)

CMC Concentration micellaire critique (mg/m?)

T Vitesse de cisaillement (I/s)

d Diamétre de la goutte (m)
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e Diffusion a l’interface

Pendant la déformation d’une goutte, 1’aire interfaciale augmente et le tensioactif
adsorbé est redistribué¢ au sein de I’interface. Le mécanisme qui gouverne cette distribution
est la diffusion et le coefficient de diffusion (Ds) associé a ce phénoméne dépend de plusieurs
parameétres, dont un des plus importants est la viscosité (npy) de la phase la plus visqueuse. Le
temps caractéristique li¢ a la diffusion du tensioactif dans 1’aire interfaciale est donné par

I'équation suivante (114) :

2
Ty = g_ ; Si Dy > 10%d 1, [14]
f

Ou:

Tgi¢ Temps de diffusion (s)

D¢ Coefficient de diffusion (m?/s)
d Diametre de la goutte (m)

npv Viscositeé de la phase la plus visqueuse (Pa.s)

1.1\VV.7.3. Régimes d’écoulements :

L’agitation des deux phases dans un procédé d’émulsification doit permettre a la
fois le cisaillement pour déformer et rompre les gouttes et I’homogénéisation dans toute la

Ccuve.

e Ecoulement laminaire
Dans un procédé d’émulsification, les principaux types d’écoulement sont
I’écoulement de cisaillement simple et 1’écoulement hyperbolique (écoulement élongationnel)
(105).
Dans un écoulement de cisaillement simple, la goutte se déforme en ellipsoide, et le
fractionnement de la goutte se produit si le nombre capillaire (Ca) est suffisamment grand.
Au cours de I’émulsification, Ca décroit, et si la valeur de celui-ci devient inférieure a une

valeur critique (Cagit), la goutte ne peut plus se diviser. Le nombre capillaire critique
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correspond au diametre maximal de la goutte, qui peut donc ne plus étre fractionnée par des

contraintes extérieures, et celui-ci dépend du rapport des viscosites (R,) :

% Rv < 0.2, la goutte se deforme initialement en ellipsoide, et la rupture de la

goutte génere de petites gouttelettes satellites.

« Rv~1, ilyad’abord une déformation initiale de la goutte en ellipsoide, ensuite
formation d’une surface en forme de vague, et finalement la rupture en

gouttelettes et gouttelettes satellites.

« 1 <Rv<3.38, il existe une déformation initiale en ellipsoide, apres laquelle il y a
formation d’une surface en forme de vague, et finalement la rupture de la goutte
en deux gouttes plus petites.

« R > 3.8, il existe une déformation de la goutte en ellipsoide, mais la viscosité de
la phase dispersée est beaucoup plus élevée que la viscosité de la phase
continue, et la rupture de la goutte est trés difficile a obtenir.

L’écoulement hyperbolique génére également une deformation de la goutte sous

forme d’ellipsoide, dont le grand axe est aligné¢ dans le sens de I’écoulement.

Ecoulement —= Cisaillement simple Hyperbolique

Lignes d’écoulement _—
— &

Forme de la goutte
B L

Figure 13 : Différents types d'écoulements bidimentionnels et leurs effets sur la

#T

déformation d'une goutte (115).
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e Ecoulement Turbulent
La théorie de Hinze-Kolmogorov (116) établit que la rupture des gouttes dans un
écoulement turbulent est due aux forces inertielles. Ces forces sont liées aux fluctuations de

la pression dans les régions voisines des tourbillons et la différence de pression s’écrit (105) :

el 3203 13

ﬁp{x] =" "X 1) [15]

Ou :

¢ Taux de dissipation de I’énergie cinétique turbulente (W/ms)
p Masse volumique de la phase continue (kg/m®)

Apy Différence de pression (Pa)

X Longueur du tourbillon (m)

Si Ap) est plus €levée que la pression de Laplace (APL) a proximité d’un
tourbillon, la rupture de la goutte est possible. Cette rupture peut étre plus efficace si le
diamétre de la goutte est égal a la taille du tourbillon. En égalant les deux équations
précedentes, on obtient une expression du diamétre maximum (dma.x) des gouttes qui ne sont
pas fractionnées dans un écoulement turbulent, parce qu'elles sont trés grandes par rapport a la
taille des tourbillons.

[16]

d s ?.fﬁTﬂ."Ep 15

mex
Ou:
dmax Diametre maximum des gouttes qui ne sont pas fractionnées (m)

vy Tension interfaciale (N/m)

1.1\VV.7.4. Puissance consommeée en cuve agitée :

L’énergie eparpillée pendant une opération d’agitation ou d’homogénéisation
dépend de la géometrie de la cuve et du type de fluide. Elle se détermine via la
consommation de puissance qui est exprimée a ’aide d’un nombre adimensionnel appelé

nombre de puissance (Np) (117) :
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wC
DEN®p

a

Np = [17]
Ou:

N, Nombre de puissance

o Vitesse angulaire de rotation de I’agitateur (rad/s)

C Couple mesuré sur I’arbre d’agitation (N.m)

D, Diametre de I’agitateur (m)

p Masse volumique (kg/m®)

L’application des principes de conservation de masse et de quantité de
mouvement permet, via I’analogie dimensionnelle, de montrer qu’il existe, dans des cuves
agitées, une validation fonctionnelle simple entre le nombre de puissance et le nombre de
Reynolds, si n est la viscosité du fluide agité, supposé newtonien. Cette relation est :

Np =Np(Re) 18]

Elle définit pour chaque type d’agitateur une relation spécifique représentée par ce

qu’il est convenu d’appeler une courbe de puissance. En régime laminaire :

Np = <P [19]
He

Ou Kp est un facteur géométrique, caractéristique du systéme cuve-agitateur, en

fait un facteur de forme.

1.1\VV.7.5. Stabilité des émulsions :

La stabilité des émulsions est liée a la capacité qu’a la formulation a ralentir les
mécanismes physiques suivants : la sédimentation ou le crémage (réversible), la floculation
(réversible), le marissement d’Ostwald (irréversible) et la coalescence (irréversible). Chacun
de ces phénomenes sera présenté séparément tout en sachant qu’un phénomeéne peut en

déclencher un autre. Par exemple, quand le crémage se produit, le mouvement du systéme
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augmente la vitesse a laquelle les gouttes se rencontrent ce qui influence le taux de floculation

et de coalescence du systeme (103, 118).

1.1VV.8. Crémage et sédimentation :

Les phénomeénes de crémage et sédimentation se produisent quand il existe une
différence de densité entre les phases. Sous I’influence de la pesanteur, la phase la plus dense
se dirige vers le bas et I’autre vers le haut. On peut considérer que, dans une émulsion tres
diluée les gouttes sont tres €loignées les unes des autres. La vitesse de crémage/sédimentation
est établie a partir de la loi de Stokes (119):

Vv - Apdig [20]
“ 18n

V. Vitesse de crémage/sédimentation (m/s)
g Accélération de la pesanteur (m/s?)

d Diamétre de la goutte (m)

Ap Différence de masse volumique (kg/m°)

n Viscosité (Pa.s)

Quand la fraction volumique de la phase dispersée (¢y) est élevée, cette analyse

n’est pas correcte, parce qu’elle ne tient pas compte de I’interaction entre les gouttes.

1.1V.9. Floculation :

La floculation est un phénoméne de formation d’agglomérats, générés par les

forces d’attraction entre les gouttes.

1.1V.10. Coalescence :

Pendant la coalescence, deux ou plusieurs gouttes vont fusionner pour former une
goutte plus grosse. La cause de ce phénomene est la tendance du systéme a diminuer la
surface totale des gouttes. La nouvelle goutte formée par la coalescence a une surface plus

petite que les deux gouttes initiales.
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geeloe

Oc—0

Emulsion initiale  Crémage

&0 O
O O

Floculation Coalescence

Figure 14 : Stabilité des émulsions.
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1.VV. Microencapsulation par coacervation complexe :

1.V.1. Rappel bibliographigue sur la coacervation complexe :

La coacervation : est un phénomene colloidal qui implique la diminution de

solubilité d'un polymére dans un solvant par addition de quantité importante de différents

composés : un alcool, un deuxieme polymere plus soluble ou un sel (sulfate de sodium) (120).

Les molécules de polymere qui sont désolvatées coalescent et forment des
gouttelettes, dites gouttelettes de coacervat. Si la coacervation se fait dans un milieu ou il y a
deux phases, les gouttelettes de coacervat se regroupent a l'interface créant ainsi une
membrane. Il suffit alors de durcir la membrane, de la rendre plus résistante par des réactions

de crosslinking entre les molécules de polymeére (121).

La microencapsulation par coacervation consiste a disperser une substance
(médicament, parfum, herbicide...) a encapsuler dans un milieu. Ce milieu doit solvater les
macromolécules qui vont constituer I'enveloppe (45). La microparticule se forme lors de la
désolvatation de ces macromolécules qui viennent s'adsorber sur la surface du matériau a

encapsuler.

La désolvatation sera réalisée d'une action chimique ou physique comme : un
abaissement de la température, une modification de pH (coacervation complexe), ou I'addition

d'un non-solvant (coacervation simple).

Le caractere amphiphile des biopolymeéres influe sur le type de coacervation
(simple ou complexe) et sur le couplage ionique-gélification par abaissement de température
et du pH. Sur les tableaux suivants sont donnés quelques exemples de biopolymeéres en

coacervation simple et complexe (45, 122).
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Biopolyméres utilisés en solvant aqueux

Polymeres hydrophiles

Agent de coacervation

Ethanol
Gélatine Sels de Na*, K ou NH,"
(sulfate, citrate, tartrate)
Méthylcellulose Acétone
Pectine Isopropanol
Acétophtalate de cellulose Na,HPO,

Tableau 4 : Quelques exemples de biopolymeres utilisés en solvant aqueux dans la

coacervation simple.

Biopolymeres utilisés en solvant non aqueux

Polymeres hydrophiles Solvant

Agent de coacervation

Ethylcellulose Cyclohexane

(80°C)

Abaissement de T
Ajout polymere incompatible (polyéthyleéne,
polyisobutyléne) et abaissement de T.

Ethylcellulose

Dichlorométhane

Addition d'un non solvant (n-hexane)

Carboxy-methylcellulose

Acétate d'ethyle

Addition d'un solvant incompatible (éther
éthylique)

Tableau 5 : Quelques exemples de biopolymeres utilisés en solvant non aqueux dans la

coacervation simple.

Biopolyméres anioniques

Biopolymeres cationiques

Agent de coacervation

Gomme arabique

Gélatine

Sulfate de cellulose

Polyamine quaternaire

Abaissement de pH

Carboxy-methylcellulose

Gélatine

Tableau 6 : Quelques exemples de biopolymeres utilisés en coacervation complexe.
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Les colloides de type polysaccharides sont largement utilisés dans le domaine de
la microencapsulation et ont fait leurs preuves dans de nombreux domaines tels que : la

pharmacie, les cosmétiques, les textiles et en agroalimentaire.

Les opportunités de formulation des microcapsules par coacervation complexe a
base des biopolymeéres sont trés nombreuses. En effet de nombreuses sources de protéines
existent pour lesquelles les caractéristiques de charges opposées conduit a la formation de
coacervats qui peuvent étre stabilisés en jouant sur la physicochimie de la complexation

comme le rapport protéine/polysaccharide et la concentration totale (123).

Les dérivés de la cellulose, sont trés largement valorisés en microencapsulation
par coacervation complexe. Le greffage des groupes chimiques tels que les meéthyles,
hydroxyéthyle, ou carboxyméthyle a comme fonction de rendre le polymere soluble et dans
d'autres cas pour limiter le gonflement et la désintégration des microparticules dans les

milieux physiologiques.

La coacervation se produit par interaction directe ou indirecte. Dans la premiere
situation, les interactions mises en jeu entre les macromolécules sont de nature hydrogéne,
hydrophobe ou électrostatique. 1l y a une compression des macromolécules sur la surface du
colloide ou des gouttelettes et la succession de dépdt des coacervats a la surface provient de la
quantité de non solvant ajouté (coacervation simple) ou I'abaissement du pH (coacervation
complexe) (122, 123).

On discerne deux types de coacervation selon le mode de désolvatation :

R

% La coacervation simple : Le principe actif est émulsionné dans une solution
aqueuse de polymere. La désolvatation des macromolécules est induite par un
agent ayant une grande affinité pour I'eau et aucune affinité pour le polymere.

Les non-solvants couramment utilisés sont I'éthanol et I'acétone (122).

% La coacervation complexe : La coacervation complexe met en jeu la
désolvatation simultanée de deux colloides. L'huile est émulsionnée dans une
solution contenant deux polyméres. L'un des deux polyméres & un pH
isoélectrique 4,8 comme la Gélatine et l'autre polymere est anionique comme
le carraghénanne ou la gomme arabique. Par modification du pH, les deux

polymeres, I'un négatif, l'autre positif, vont former le coacervat qui enrobe les
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gouttelettes d'huile. L'ajustement du pH de coacervation est fonction des

colloides employes (123 - 126).

Lorsque la désolvatation simultanée de deux polyélectrolytes hydrosolubles
portant des charges opposées est provoquée par une modification de pH du milieu, on parle de
coacervation complexe (127). La structure du coacervat est complexe puisqu'elle comprend
deux polymeres, par opposition a la coacervation simple qui génere des gouttelettes de
coacervats constitués d'un seul polymére. Le procédé d'encapsulation par coacervation

complexe se déroule selon le schéma de la figure suivante (126) :

n Gouttelettes de
LN L I -
.. . coacervat
principe acit 0) ) O O.*,,O .

O % l' r ”
Solution aqueuse . O O O
des deux polyméres |2 - :':Q .

{a) Emulsion l{h: Ajustement de pH

0’0 Ox O
000 %o o)

(d) Formation d'une (€} Dépéts de coacervats mixte
enveloppe solide sur le principe actif

Figure 15 : Schéma du principe d'encapsulation par coacervation complexe.

Dans la premiere étape le principe actif a encapsuler (sous forme liquide ou
solide) est dispersé dans une solution aqueuse contenant les deux polymeres. Dans la
deuxiéme étape, la coacervation est réalisé par un ajustement du pH de la solution pour que
les charges positives du premier polymere équilibrent les charges négatives du second
polymeére. L'attraction électrostatique des deux polyélectrolytes provoque l'apparition d'un
coacervat mixte. Dans une troisieme étape, les gouttelettes de coacervat formées viennent

s'adsorber a la surface du principe active a encapsuler pour former une enveloppe continue.
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Finalement, cette enveloppe est consolidée par réticulation des macromolécules constitutives

du coacervat (127).

Dans cette méthode, on utilise des solutions de polyméres tres diluées
(concentration inferieure a 3%), pour que le phénoméne de coacervation puisse se produire.
La membrane des coacervats peut ensuite étre éventuellement réticulée par un agent réticulant
tel que le glutaraldéhyde ou l'acide tannique. Finalement on peut isoler et sécher les

microparticules.

La réticulation chimique ou physique des microcapsules est souvent indispensable
afin d'assurer l'intégrité du matériau au cours des étapes du procédé de formulation faisant
intervenir la température, le cisaillement et la pression. Le glutaraldéhyde fut pendant
longtemps l'agent chimique privilégié pour la réticulation mais son utilisation sera limitée

pour des raisons de santé.

Des alternatives sont apparues avec l'utilisation de tannins et de phénols végétaux
pour précipiter les protéines aux interfaces. De plus, la présence de groupements chimiques
réactionnels dans le cas des protéines et polysaccharides autorise la réticulation des
microcapsules. En effet, la présence de groupement COO™ et NH4 dans le cas des protéines et
quelques hétéropolysaccharides permet facilement la réticulation thermique a des T > 50°C ou
par le biais d'agents chimiques incluant les dialdéhydes, les chlorures de diacides et les

carbodiimides.

L'efficacité de réticulation a l'aide du glutaraldéhyde est obtenue dans le cas des
protéines végétales préalablement précipité a l'aide d'un surfactant. Tout agent de réticulation
résiduel ou ayant partiellement réagit peut étre éliminé par traitement des microcapsules avec
un exces d'éthanol dans le cas des polysaccharides ou un exces d'acides aminés dans le cas des

protéines (45).

Les particules obtenues sont des capsules, leur taille varie de quelques
micrometres a quelques dizaines de nanomeétres. Elle dépend essentiellement de la taille
initiale de principe active dispersé dans I'étape de I'émulsion. La taille des microcapsules

pourra étre modifiée en agissant sur la vitesse d'agitation.

Les taux d'encapsulation sont trés élevés, de l'ordre de 80%. Les rendements de

formulation sont aussi tres élevés. Un des inconvénients du procédé concerne le choix limité
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de matériaux denrobage puisque seulement deux polyélectrolytes portant des charges
opposées peuvent étre utiles. Seules les matieres actives lipophiles peuvent étre encapsulées

selon ce procedé : huile végétales ou minérales, huiles essentielles...

Pour réaliser I'optimum de coacervation, on doit avoir un pH pour lequel I'écart

d'ionisation est maximal, ainsi que les proportions respectives des polymeres a employer.

1.\V.2. Les paramétres influencant la microencapsulation par coacervation

complexe :

La réaction de coacervation est donc influencée par divers facteurs comme (45,
126, 127) :

o LepH:

Le pH joue un r6le important dans le processus de la coacervation
complexe. Il permet le contréle du degré d'ionisation des groupements libres des
deux chaines macromoléculaires polysaccharide et protéine nécessaires a cette
méthode.

La coacervation entre ces deux types de chaines est obtenue aux pH
inférieurs au pHi isoélectrique de la protéine. Aux pH=pHi, on atteint le point
d'équivalence ou le nombre des groupements positifs est égal a celui des
groupements négatifs. Aux pH inférieurs au pHi, la protéine sera chargée
positivement et les interactions électrostatiques interchaines pourront avoir lieu

conduisent aux coacervats (124).

« La force ionigue et la densité de charge des macromolécules :

La force ionique a une influence importante sur la valeur du pH de
formation du coacervats. Les fortes concentrations salines peuvent produire un
effet inverse et éliminent la coacervation complexe. Si la densité de charge des
biopolymeres (nombre moyen de charges par unité de longueur) est trop faible,
I'interaction électrostatique sera insuffisante pour la séparation de phase.

®,

« Le rapport des biopolymeéres :
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Pour la neutralisation entre les deux biopolymeres, le rapport de ces
derniers devient un facteur important. Si les biopolymeres sont de type

steechiométrique, la neutralisation sera obtenue pour des rapports de 1/1 (128).

« L'agent réticulant :

Les agents réticulants jouent un réle important pour la stabilisation des
microparticules. La recherche montre que les microparticules préparées en
présence d'un agent réticulant présentent un taux d'encapsulation élevé et une

libération prolongée (129).

« Latempérature :

La température possede un effet important sur la coacervation complexe,
elle influence la formation de complexes en favorisant les interactions

hydrophobes a haute température et les liaisons hydrogéne a basse température.

X/
L X4

La vitesse et le mode d'agitation :

La vitesse d'agitation utilisée a une grande influence sur la taille des
microparticules. Les recherches montrent qu'en augmentant la vitesse

d'agitation, on obtient de petites microparticules (45).

L'encapsulation par coacervation complexe est largement utilisée dans de
nombreux domaines industriels alimentaires et pharmaceutiques. A. Bhattacharyya et J-F
Argillier (123) ont utilisé la gomme arabique et la gélatine comme couple polymérique pour
I'encapsulation de la paraffine par coacervation complexe sans et avec la présence d'un
surfactant cationique. La présence de ce dernier augmente le taux d'encapsulation de 35% a
80%.

Alvim et Grosso (124) ont encapsulé I'huile de soybean par coacervation
complexe utilisant le couple électrolyte "la gomme arabique et la gélatine” comme matrice
d'enrobage. Dans ce travail ils ont étudié l'influence de différents agents réticulants (le
glutaraldehyde et le transglutaminase) et de leurs concentrations sur le taux de la libération du
principe actif, le taux d'encapsulation de ce dernier et la taille des microparticules

correspondantes. Ils ont montré que le taux d'encapsulation dans les différents cas avec ou
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sans agent réticulant est supérieur a 93%, alors que le taux de libération du ceeur encapsulé est
grande dans les microcapsules préparées sans agent réticulant. Ce méme taux est faible

lorsque les microcapsules sont préparées a des concentrations élevées en agent réticulant.

D'autres travaux ont été réalisés par Xiao Jun-xia et al (128) pour trouver le pH de
coacervation et la détermination du rapport convenable entre les deux polymeéres choisis,
gélatine et la protéine de soybean pour encapsuler I'huile d'orange. Ils ont montré que le point
d'équivalence électrique pour la coacervation de ces deux polymeres est a pH=4.0 et le

rapport 1:1 présente l'optimum des quantités relatives aux meilleures conditions.

D'autres expériences ont été réalisées par Xiao-ying Qv et al (74) pour
I'optimisation des conditions opératoires (rapport des polymeéres, pH et température) de la
coacervation entre la gélatine et la gomme arabique. Les conditions optimales du processus
déterminées sont : le rapport massique gélatine/gomme arabique (1,25:1) mélangées a 40,5°C
au pH=4,2. Ces conditions donnent un taux d'encapsulation de lI'ordre de 86% et des tailles
microparticulaires de 10 a 20 um. La stabilité des microcapsules a la lumiere et a la

température a été ainsi démontrée.

Lee-Fong et Ong (130) ont montré que le rapport (ceeur/enveloppe : 6/1) donne
un rendement et un taux d'encapsulation élevés dans la coacervation du systeme

(cceur/enveloppe : huile garlique/ gomme arabique-gélatine) a pH= 4,5.

1.VV1. Microencapsulation par évaporation de solvant :

I.VI.1. Rappel bibliographique sur la microencapsulation par évaporation de

solvant :

La microencapsulation par évaporation de solvant est une méthode largement
utilisée depuis de nombreuses années (131), elle a été développée pour toutes sortes
d'applications. Elle permet de contrdler la vitesse de libération, d'éviter I'évaporation et la

dégradation du principe actif encapsule, de limiter les pertes...

Cette méthode repose sur 1’évaporation de la phase interne d’une émulsion sous
agitation. Cette technique est la plus souvent utilisée dans le domaine de la pharmacie pour la

production de médicaments a libération prolongée ou contrélée (132).
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Initialement, le matériau d'enrobage est généralement un polymere hydrophobe,
dissout dans un solvant organique volatil. Ensuite la substance active a encapsuler est dissoute
ou dispersée dans la solution organique, Cette derniére est dispersée dans le milieu aqueux
contenant un agent tensioactif sous agitation. Dés que le solvant organique entre en contact
avec la phase aqueuse externe, il migre a la surface de I'émulsion ou il s'évapore par diffusion.
La concentration du solvant organique dans la phase intermédiaire diminue au cours du temps
et le polymere commence a précipiter encapsulant le principe actif. Les microparticules sont

séparées par filtration et desséchées.

Les microparticules obtenues sont généralement de type matriciel (microspheres).
Ce procedé présente quelques limites, car les microsphéres fabriquées peuvent contenir des

traces du solvant organique.

Le taux de la matiere active dans les microparticules obtenues par évaporation de
solvant est compris entre 30% et 40% (46), et le rendement d'encapsulation peut atteindre plus

de 90%. La taille des microsphéres produites est de 0,5 a 400um.

Plusieurs polymeres ont été utilisés comme matrice dans cette technique, tels que
l'alginate, la cellulose et ses dérivés, I'amidon, PLGA, PCL et le chitosan. Les polymeéres
utilisés doivent étre non toxiques, biodégradables et biocompatibles.

Cette technique a été développée sur de nombreux polymeres. Tetty Kemala et
al (133) ont préparé des microsphéres a base du poly acide lactique et poly e-caprolactone sur
lesquelles ils ont étudié I'effet de la concentration d'émulsifiant (Poly vinylalcool: PVA) sur
la morphologie des microparticules. Ils ont démontré qu'a la concentration 2,5% en PVA, les

microspheres sont uniformes de taille d'ordre 70um.

Un autre travail de recherche a été élaboré sur le méme polymeére (poly e-
caprolactone) encapsulant le 2-phenylimidazole (134), les microcapsules préparées dans cette
étude ont été uniformes, et la perméabilité a été mesurée dans I'éthanol. Le taux de libération

du leur 2-phenylimidazole a été trouvé faible pour les grandes masses de ce polymere.

SK Basu et al (135) ont préparé des microparticules a base d'Eudragit RL100
chargés de Nitrendipine par évaporation de solvant. La taille des particules est influencée par
la variation du rapport massique principe actif/polymeére et la concentration d'émulsifiant. La

stabilité du principe actif dans les microparticules a été vérifiée par DRX et sa libération a été
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réalisée au pH=1,2 suivant le modele d'Higuchi ou elle été influencée surtout par la variation

de la quantité du polymere.

olymere %

principe p
actif
.l 'P/_ ;:éﬁl;ue microspheéres
Phase continue o
0800000
(1) (2) 4)

Figure 16 : Les étapes principales de la microencapsulation par évaporation de solvant.

L'Ethylcellulose a été utilisée par plusieurs chercheurs pour I'encapsulation de
différents principes actifs par évaporation de solvant tels que 5-Fluro uracil (136),
la Procaine (137), l'acide Méfenamique (138), le Flurbiprofene (139), I'Ampicilline et
I'Amoxicilline (140).

Banus S Zolnik et al (141) ont préparé par évaporation de solvant des
microspheres chargées de dexaméthasone avec différentes masses de polymére PLGA pour
déterminer la masse qui donne une meilleure cohérence avec les tests in vitro et in vivo. Les
résultats montrent que la libération du principe actif présente un effet brust dans les premiers

instants.

Le chitosan de masse de 10° a été utilisé pour I'encapsulation d'ampicilline par
évaporation de solvant (142). Les tests in vitro et in vivo ont éte réalisés et la stabilité des
microspheres dans des milieux enzymatiques SGF a été confirmée. L'influence du tensioactif
tripolyphosphate sur le taux de libération a été étudiée. Les résultats montrent que la libération
d'ampicilline se termine entre 4 a 8h avec les microparticules préparées sans tripolyphosphate

mais prolongée de plus de 24h en présence de tripolyphosphate.
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Des microparticules contenant I'estolate d'erythromycine ont été préparées a base
du polycaprolactone par évaporation de solvant. Plusieurs parametres ont été étudiés dans
cette étude comme la vitesse de rotation et le pourcentage démulsifiant. Fan Long Jin et al
(143) ont montré qu'en augmentant le pourcentage d‘émulsifiant on obtient un taux
d'encapsulation éleve. Ils ont prouvé aussi que le pourcentage du principe actif libéré

augmente avec l'augmentation du pourcentage d'émulsifiant.

La méthode d'encapsulation par évaporation de solvant utilise des solvants
organiques volatils, tels que le dichlorométhane, lI'acétone, le chloroforme, et des couples de
solvants comme l'ethanol/toluéne (1/4) (144) et lisopropanol/toluéne (1/3) (45). La phase
continue est généralement une solution aqueuse de tensioactif ou plus rarement des huiles

minérales insolubles dans le solvant de la phase organique.

Le dichlorométhane malgré sa toxicité est le solvant le plus utilisé, car il présente
une température d'ébullition faible (39,8C). Ce solvant a une solubilité importante dans I'eau
(1-3% en masse a 20-25°C) mais la solubilité de I'eau dans le dichlorométhane est de 0.2% en
masse a 20-25°C, ce qui limite la diffusion de I'eau dans les microparticules pendant la
formulation (45, 140, 145-146).

1.\V1.2. Les paramétres influencant la microencapsulation par évaporation de

solvant :

Plusieurs parametres influencant les caractéristiques des microparticules (la taille
et la distribution en tailles, la porosité et la taille des pores, la teneur en principe actif)
préparées par évaporation de solvant ont été déterminés. On donnera ci-dessous quelques

exemples décrits dans les littératures (132, 144) :

«» Effet du polymére :

Différents polymeéres ont été utilisés pour ce type d'encapsulation. En effet,
le polymere choisi dépend du domaine dutilisation des microparticules. Les
polymeres utilisés dans la microencapsulation dans le domaine pharmaceutique
sont :

e Les protéines naturelles comme l'alboumine, le collagéne, la gélatine, la fibrine, le
fibrinogeéne, et la caséine (147, 147).

e Les polysaccharides naturels comme la dextrine, lI'acide alginique, la chitine et le
chitosan (148).
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e Les polysaccharides comme I'éthylcellulose, I'hydroxyléthylcellulose, I'hydroxyl
propyléthylcellulose, la méthylcellulose...

e Les polymeéres synthétiqgues comme : le poly acide lactique, le poly (acide
glycolique/ acide lactique), le poly (e-caprolactone), et différents types
d'Eudragit (149).

La masse moléculaire des polymeres utilisés dans la microencapsulation par
évaporation de solvant est un parameétre trés important. En effet, l'augmentation de la masse
molaire du polymeére conduit a I'accroissement de la viscosité de la phase dispersée et de la

taille des microspheres, comme montré dans quelques travaux (45, 144, 149).

«» Effet du rapport principe actif/ polymére :

Le rapport principe actif/ polymere (PA/Pol) peut influencer la qualité des
microparticules préparées par évaporation de solvant. La littérature montre

I'augmentation du taux d'encapsulation avec celle du rapport (PA/Pol) (127).

«» Effet du solvant organique :

Des travaux de recherche realisés pour étudier I'effet du solvant sur le taux
d'encapsulation montrent que les meilleurs rendements sont obtenus avec la
précipitation rapide du polymere et la concentration eleveée du polymere dans la

phase organique (144).

« Effet de l'interaction entre le principe actif et le polymére :

L'interaction entre le principe actif encapsulé et le polymeére peut changer
le taux d'encapsulation. L'interaction entre le polymeére et le principe actif peut
étre due a des interactions hydrophobes ou hydrophiles. Dans le cas ou il existe
des interactions ioniques ou hydrophiles, le principe actif sera encapsulé avec un
taux important dans les polymeres contenant des groupements carboxyliques
libres. Dans le cas des interactions hydrophobes, les polymeéres utilisés donnent
des taux d'encapsulation trés élevés (132, 144).

«» Effet de la vitesse de rotation :

Durant la formation des gouttelettes, la vitesse de rotation des pales influe

sur la taille des microparticules. Généralement, en augmentant la vitesse de
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rotation, la taille des microparticules diminue. Cela peut étre expliqué par
I'énergie dissipée pour la rupture des gouttelettes qui conduit a la diminution de

la taille des gouttelettes (150).

«+ Influence de la concentration du tensioactif :

L'augmentation de la concentration du tensioactif conduit a la diminution
de la taille des microparticules, die au fait de I'affaiblissement de la tension
interfaciale "gouttelettes organiques / phase aqueuse continue" et a la

stabilisation de I'émulsion (131).

«» Influence de la température :

La viscosité de la phase organique et I'évaporation de solvant sont tres
influencées par la température. En augmentant la température, la viscosité
diminue et la taille des gouttelettes tend a diminuer. A partir d'une certaine
température, le solvant s'‘évapore plus rapidement en entrainant, a l'inverse,

l'augmentation de la viscosité de la phase dispersée (151).

La microencapsulation par évaporation de solvant est largement utilisée pour
I'encapsulation de différents produits pharmaceutiques (152). L'efficacité de ce processus
dépend de plusieurs parametres dont les solvants utilisés, le rapport principe actif/polymere, la
vitesse d'agitation, la solubilité du principe actif et la masse molaire du polymeére. Ces
parametres doivent étre pris en considération pour développer des systemes polymériques

chargés de principe actif a libération retardée.
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I.VII. Libération des principes actifs encapsulés :

1.VVII1.1. Introduction :

Les principaux objectifs de la microencapsulation de principes actifs sont :

e Le controle de la distribution d'une molécule active dans un systéme a libération
contrblée vers un site particulier de I'organisme.

e Le contréle de la libération de la molécule active a partir du systeme
d'administration.

e Ladiminution de la fréquence de prises.

e Le choix de la voie d'administration la plus fréquente.

Pour atteindre 1’effet thérapeutique recherché, il faut que le principe actif
parvienne au niveau plasmatique a des concentrations comprises dans un écart dit
thérapeutique correspondant aux concentrations données dans la figure suivante (153, 154) :

e La limite inférieure représentant la concentration minimale efficace pour éviter
une inefficacité ou une activité insuffisante,
e La limite supeérieure représentant la concentration maximale toxique a partir de

laquelle existe le risque d’effets indésirables voire de toxicité.

-

Concentration 4

Zone de
plasmatique Py

toxicite . .
concentration toxique
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thérapeutique
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Jone
d'inefficacite

>

temps

Figure 17 : Représentation des limites de 1’écart thérapeutique délimité par la concentration

minimale efficace et la concentration toxique.
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La partie la plus importante c'est I'étude du devenir d'une substance apres son
introduction dans un organisme vivant en fonction du temps. Cette voie comporte
essentiellement quatre phases : Iabsorption, la distribution, les biotransformations ou
métabolismes, et I'élimination, qui peuvent étre, en partie ou en totalité, fonction de la voie

d'administration et de la forme sous laquelle elle est administrée (155).

Ces facteurs conditionnent la quantité du produit pouvant atteindre les cibles

biologiques et produire une modification, a l'origine de l'effet thérapeutique.

Apres avoir pénétrer le systeme porteur de principe actif dans l'organisme, le
principe actif traverse un nombre variable de barriéres pour aboutir dans la circulation
sanguine. Au niveau du tube digestif, et en particulier de l'intestin, la résorption est facilitée
par la tres grande surface de contact avec le contenu intestinal. La voie orale est donc la plus

utilisee, méme si elle n'est pas adaptée a toutes les situations(155).

1.VI1.2. Mécanismes de la libération controlée :

Par définition, le réle d'un systéme a libération contrdlée est de délivrer la bonne

quantité d'un principe actif, au bon endroit et au bon moment.

Les systemes a libération contrdlée possedent des exigences particulieres aux
matériaux impliqués, qui sont de nature polymérique sous forme de matériau plein ou d'une

membrane (156).
A) Systémes a libération déclencheée :

IIs sont généralement des microcapsules formées d'une membrane de faible

perméabilité, qui vont libérer brutalement leur contenu.
Les mécanismes de la libération connus dans ce cas sont (156) :

> Mécanismes de libération par éclatement :sous l'effet d'une pression

(mécanique ou osmotique) ;

> Mécanismes de libération par fusion : sous l'effet de la température.
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Figure 18 : Systemes a libération déclenchée et prolongée.
B) Systémes a libération prolongée :
Ils sont majoritairement des microsphéres (157) Les mécanismes mis en jeu sont :

> Mécanismes de libération par dégradation : La plupart des polymeéres
biodégradables se dégradent par hydrolyse en composés de taille de plus en plus faibles,

biologiquement éliminables, dont certains métabolisables.

La dégradation peut s'effectuer selon une hydrolyse en masse. Elle est uniforme
dans toute la matrice polymére ou bien se produire uniquement sur la surface du

polymere.

> Mécanisme de libération par diffusion uniquement : La diffusion se produit

quand un principe actif traverse le polymére qui forme le systeme de libération.

La diffusion peut se produire a I'échelle macroscopique a travers les pores dans la
matrice ou a I'échelle moléculaire par le passage entre les chaines de polymeéres (lois de
FICK).
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> Mécanismes de libération par gonflement suivi d'une diffusion : La
compréhension des meécanismes de gonflement des polyméres dans I'organisme est
importante pour permettre de concevoir le systéme particulier de libération contrélée et
permet d'expliquer les comportements cinétiques de libération. Le principe actif est
dissout ou dispersé au sein d'une matrice polymeérique biocompatible.

Le polymeére ne subit aucune modification chimique, il n'est pas dégrade, l'eau
diffuse simplement a l'intérieur du réseau polymere, le gonfle, ce qui permet aux

médicaments piégés a l'intérieur de se libérer.

Ces systemes permettent la diffusion du PA a travers : le réseau gonflé dans
I'environnement externe .La plupart des matiéres utilisées dans ces systemes sont les

hydrogels (absorbant de I'eau ou autres fluides sans se dissoudre).

La capacité du gonflement de polymere se manifeste quand le gonflement peut
étre déclenché par un changement de l'environnement entourant le systeme de la
libération. Le changement environnemental peut impliquer le pH, la température, ou la
force ionique, et le systéme peut se rétrécir ou gonfler sur un changement de n'importe

lequel de ces facteurs environnementaux.

La figure 19 illustre les changements de bases de la structure de ce systéeme
sensibles. De nouveau, pour ce type de systeme, le dégagement du principe actif

s'accomplit seulement quand le polymere gonfle (158).

HxO

,

~

H.O

Figure 19 : Processus de gonflement d'un hydrogel.

60



CHAPITRE I Etude bibliographique

1.VVI1.3. Paramétres influencant la libération d'un principe actif encapsulé :

Il est a noter que les paramétres (159) influencant la libération d'un PA encapsulé

sont :

Solubilit¢ du PA dans le milieu de libération et dans la paroi

polymérique ;

Taux d'encapsulation ;

Interactions chimiques entre le principe actif et polymere ;

Caractéristiqgues morphologiques du systeme de libération (porosité,

tortuosité, surface, forme) ;

Caractéristiques du polymere tel que le poids moléculaire. Ainsi les
polyméres de faibles poids moléculaires présentent une porosité plus
élevée que d'autres, donc une libération plus élevée de principe actif.

Les techniques de microencapsulation ont permis de préparer des microparticules
de différentes caractéristiques. De plus, les matériaux d'enrobage utilisés peuvent influencer et
modifier les modes de libération de I'agent encapsulé.

On distingue des formes a libération prolongée pour lesquelles la libération peut
s'effectuer sur plusieurs jours, ou plusieurs semaines et les systemes programmes pour libérer

le principe actif sous l'effet de I'environnement biologique.

1.VI1.4.Polyméres utilisés pour la libération controlée de principes actifs

encapsules :

Les microparticules pour la libération prolongée sont le plus souvent constituées
de polymeres biodégradables ou bioérodibles, car les produits de dégradation ou d'érosion

doivent étre éliminés par l'organisme sans introduire une toxicité (45).

e Dans le cas des systemes bioérodibles, un phénoméne d'hydrolyse intervient a la
surface entre la particule et le milieu environnant. La libération du principe actif
et des produits de dégradation s'accomplit au fur et a mesure que la particule
sérode. Si les masses moléculaires du polymere sont faibles et les

microparticules poreuses, le principe actif peut étre libéré par diffusion.
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e Dans le cas des systemes biodégradables, les polymeéres utilisés sont dégradés
dans leur masse (bulk) au sein de la microparticule et monomeres, et principes
actifs encapsulés sont libérés dans le milieu environnant. Si le principe actif est
incapable de diffuser a travers la barriére polymeére, seules les molécules proches
de la surface seront libérées dans un premier temps. Il faudra attendre que le
polymere se dégrade completement pour que la libération totale du principe actif

se produise.
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Figure 20 : Cinétique de libération a partir de microparticules bioérodibles (A)
/biodégradables (B et C) pour la libération prolongée.

Les polymeres pour la libération programmeée peuvent étre biodégradables ou non.
Il s'agit donc de polymeres qui, gonflent ot se dissolvent ou encore se dégradent une fois

ayant atteint un site particulier de lI'organisme.
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Figure 21 : Microparticules a libération programmée.

1.VVI1.5. Cinétigues de libération :

Le systéme idéal voudrait que I’on obtienne une cinétique de libération d’ordre
zeéro. Or ce n’est pratiquement jamais le cas car les conditions de diffusion varient
généralement au cours du temps avec I’apparition de phénomenes d’érosion, de gonflement
ou la création de canaux engendrés par la dissolution progressive du principe actif a I’intérieur
de la matrice ou a la surface de 1’enrobage (159).

Lorsque la quantité¢ de 1’agent actif diffusant a travers la matrice est directement
proportionnelle au gradient de concentration, la libération est régie par un ordrel. Si la
diffusion devient indépendante du gradient de concentration, la cinétique peut évoluer vers un

ordre 0. Lorsqu’apparaissent les phénoménes de relaxation liés a I’érosion et/ou au
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démantélement des chaines de polymeére, la libération est régie par une loi exponentielle non-

Fickienne (160, 161).

Dans certains cas, la libération initiale ne suit jamais une cinétique d’ordre 1.

Ordre zéro Premier ordre
% (PA) % (PA) o
\ -~
\ /
\ g
\ /
\ /
N
\ Ll,
(a) , (b)
Temps Temps

Figure 22 : Cinétiques de libération d’ordre 0 (a) et d’ordre 1 (b) aprés administration

orale d’une forme a libération prolongee.

Comme illustré a la figure 23, il arrive qu’une importante quantité de principe
actif soit libérée des que la forme entre en contact avec le liquide de dissolution. Cette
importante libération initiale est alors suivie d’une diffusion prolongée du principe actif.

Ce phénomene s’appelle le « burst effect ». Se produisant essenticllement en
présence des formes matricielles, il peut étre a 1’origine d’un échec lors du développement
d’une forme a libération prolongée. Méme si ce phénomene reste difficilement contrdlable, il
est possible de réduire ses effets en augmentant, par exemple, la force de compression, en
incorporant des corps gras, des polymeéres gélifiants de haut poids moléculaire ou en évitant

I’utilisation d’agents désintégrant.
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libérée

Burst effect

Quantité de PA

Lag time

Temps

Figure 23 : Représentations graphiques du « Burst effect » et du « Lag time », délai de

libération.

Les causes provoquant un burst effect peuvent étre attribuées a de nombreux
phénomeénes physicochimiques :

e Conditions de fabrication : le principe actif peut se concentrer en surface lors de
la fabrication ou du stockage de la forme matricielle, surtout lorsqu’il est
incorporé en concentration importante. Dans le cas des formes enrobées, de
mauvaises conditions de préparation peuvent conduire & un non homogéneite de
I’enrobage,

e Manque de cohésion de la matrice : force de compression trop faible, teneur en
agent liant insuffisante,

e Hétérogénéité de la matrice : un burst effect peut apparaitre si des pores ou des
fissures apparaissent a l’intérieur et/ou en surface de la matrice lors de la

fabrication.

1.VVI1.6. Mathématiques :

Notre travail a porté sur la réalisation de systemes microparticulaires. Dans ce
type de systemes, la libération est souvent contrélée par une étape d’ordre diffusionnel suivant
les lois fondamentales de Fick portant sur la diffusion de la matiére. Nous avons modélisé nos

résultats expérimentaux par des modéles qui utilisent les solutions analytiques ou numériques
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décrites par Cranck (162) et permettent de calculer aisément les diffusivités selon les deux cas

e Cassimple ou la diffusivité est constante :

Dans ce cas, I’équation de transfert, en régime transitoire, admet une solution
analytique en tenant compte d’une condition particuliére limite qui est : « 1’équilibre des
concentrations est atteint a la surface des que le processus de diffusion démarre ».

L’application de cette solution permet de calculer la masse du liquide transférée et
la concentration en tout point de la matiére et a tout instant t, en fonction des parametres
caractérisant le phénomene : le rayon de la microparticule, la diffusivité et la capacité

d’absorption du liquide par le copolymere matriciel.

e Cas complexe ou la diffusivité est variable :

Dans ce cas, il n’existe pas de solutions analytiques car le coefficient de diffusion
varie en fonction de la concentration. Pour résoudre ce type de phénomeéne, on fait appel aux
solutions numériques, comme par exemple, celles utilisant une méthode de calcul aux
différences finies.

Dans ce cas, tous les parametres intervenant dans le processus de transfert de
matiéres entrent en considération dans la résolution des différentes équations proposées par
Cranck (162). Pour cela, et quel que soit le cas, il est nécessaire de faire un petit rappel
théorique des lois de Fick. Ce modéle nous a permis de calculer et d’évaluer les différents

coefficients de diffusion des principes actifs étudiés.

1.VIL.7. Traitement mathématigue du modeéle de diffusion :

Selon Fick, la diffusion de la matiére dans un milieu isotrope est basée sur
I’hypothése que le flux de matiere est proportionnel au gradient de concentration. La

premiére loi de Fick est alors énoncée comme suit (163) :

o--ps [21]
ax
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¢ est le flux de matiere diffusante, C : la concentration de la matiere diffusante, X
: la distance de transfert normale a la section considérée, S : la surface totale de transfert et D :

le coefficient de diffusion (Diffusivite).

Membrane de la matrice

PA dispersé -
7 - - J
I
J Flux de diffusion de soluté Pa S~ ~
S
- dh
Cy: cotwcentration de PA initiale t=0 -

Cg: Concentration de P& saturé (Restant dans la
matrice) aprés diffusion

h: Epaissenr de la couche de diffusion

Figure 24 : Représentation schématique d'une paroi matricielle.

La densité de flux Js est donnée par 1’équation suivante :

1 =& [22]
ax

La deuxiéme loi de Fick relie la vitesse de diffusion au gradient de concentration :

s _ 8 (pec) 23]
& éxl éx )

Appliquons ces deux lois pour les microparticules. La diffusion dans un disque est décrite

selon les solutions proposees par Cranck pour la résolution des équations de Fick [22] et [23].

67



CHAPITRE I Etude bibliographique

Pour les microparticules, le transfert de matiere est décrit comme suit :

& _ @& [ lol [24]

La solution de 1’équation (2éme loi de Fick) est donnée par lI'équation [25] :

c-C = (-1)" +1)s 2 I3
_1=1_i2{ )" o 27 l}-Trwf ( n+12 "Dt | [25]
C,—-C| g 2n+1 h \ h )

Ou Cy est la concentration finale a I’équilibre supposée atteinte a la surface des
microparticules des I’instant ou ces derniéres sont en contact avec le liquide diffusant. La

diffusion dans les temps courts, si « M/ M., < 10% », est exprimée par :

A
M DV K e Vi
M- {ﬁe! ) {T Pz ek zﬁ} 1261

L’équation [26] est encore simplifiée au premier terme dans les temps les plus

courts de la cinétique :

12
A, C Dt 27]

Cette équation simplifiée permet de déterminer le coefficient de diffusion (D). Il

est alors calculé a partir de la pente P de la droite M;/M,, = f(\/t ):

Pinix
D, = [28]
16
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1.VVI1.8.Modélisation des cinétigues de relargage du principe actif selon les

équations d’Higuchi et de Korsmeyer-Peppas :

Les modeéles mathématiques utilisés pour décrire la libération des principes actifs
ne sont pas toujours précis et sont des approximations de la libération réelle, car les
parameétres changent durant la libération ; par exemple, le gonflement de la matrice cause un
changement dans la porosité et la tortuosité, tout comme la distance de diffusion du PA

change avec le gonflement et I’érosion de la matrice.

Les modéles mathématiques les plus utilisés par les pharmaciens pour décrire la
libération des principes actifs des systemes matriciels sont ceux de Higuchi et Peppas (164-
168).

» Modeéle d’Higuchi :

Higuchi a développé des modeles décrivant la libération des principes actifs
solubles et peu solubles incorporés dans des matrices solides. L’équation [29] ci-dessous
résume le modele d’Higuchi et elle est connue comme le modéle simplifi¢ d’Higuchi. Selon
lui, la libération de médicament dépend de la racine carrée du temps en obéissant a la loi de
Fick qui decrit la diffusion.

Cette approche est utilisée pour plusieurs formes pharmaceutiques dont les

matrices contenant des principes actifs solubles (169).

Q= ky t12 [29]

Q¢ : quantité de médicament libéré au temps t.

Ky : constante de libération d’Higuchi.

C’est un mode¢le qui permet de calculer la constante de libération d’Higuchi et de

comparer la vitesse de libération du principe actif a partir des formulations étudiées.
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» Modéle de Korsmeyer-Peppas:

En 1983, Korsmeyer et al (170) donnent une relation simple qui décrit la
libération du médicament a partir du systeme polymere. Ce modéle permet d’attribuer aux
cinétiques de libération le type de diffusion sur la base de la valeur de I’exposant n selon

I’équation suivante :

MJ/M,, =k t" [30]

M¢M,, : fraction de médicament libérée au temps t.
k: constante de vitesse de libération.

n : exposant de libération.

Dans ce modeéle, la valeur de n caractérise le mécanisme de libération du

médicament. Les valeurs donnant le type de mécanisme sont citées (171, 172) :

n < 0,45 correspond a un mécanisme de diffusion Fickien,
0,45 <n <0,89 transport matiére non Fickien,

n =0,89 Cas Il (Relaxation) de transport,

n> 0,89 Super-Cas Il de transport.
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I1.1. Généralités sur les produits encapsulés :

Dans le cadre de notre travail, on a envisagé d’étudier d'une part des molécules
modeles "le p-aminoacétophénone, le tétra phényl porphyrine et le cinnamaldehyde™ et d'autre
part des principes actifs possédants des propriétés pharmacologiques : Il'ampicilline,
I'amoxicilline et la procaine.

Le travail a été abordé par I'étude de I'encapsulation des molécules choisis selon
ses propriétés physico-chimiques suivie par I'étude cinétique de la libération de ces molécules
dans des milieux reconstitués. Nous consacrons cette partie a la présentation des produits

utilisées lors de la formulation des microparticules.

11.1.1. L'ampicilline et I'amoxicilline :

Les antibiotiques sont définis comme toute substance chimique produite par un
micro-organisme, champignon ou bactérie ou obtenue par synthese ou par hémi-synthése
agissant specifiguement sur une étape essentielle du métabolisme des bactéries (173). lls
présentent un mode d'action commun, mais se distinguent par le spectre, la sensibilité aux

mécanismes de résistance, la pharmacocinétique ou la tolérance.

Tous les antibiotiques ont le méme mécanisme d’action : ils bloquent la synthése
du peptidoglycane (ou mucopeptide, ou muréine), qui est le polymére majeur spécifique de la
paroi des bactéries a Gram négatif et a Gram positif. Ce blocage intervient par inhibition de
certaines enzymes responsables de la transpeptidation, étape essentielle de la synthése du
peptidoglycane. Ces enzymes, collectivement appelées PLP (protéines liant la pénicilline),
sont introduits dans la partie externe de la membrane cytoplasmique bactérienne. Ces
enzymes (transglycosylases et transpeptidases) sont indispensables a la synthése du

peptidoglycane.

Les antibiotiques actuels sont groupés en plusieurs familles et sous familles
possédant un certain nombre de caractéeres communs : Composition chimique ou origine
apparentée, spectre d'action similaire, mécanisme daction identique, comportement

pharmacologique souvent similaire, résistance croisée, effets secondaires rapprochés...etc.
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La stabilité des antibiotiques dépend de leur état physique (les pénicillines et les
tétracyclines sont plus stables a I'état solide qu'en solution), du pH de la solution, de la

température, de la présence des réactifs, du temps de stockage et de leur durée d'action (174).

11.1.1. a. L'ampicilline :

L'ampicilline est un antibiotique semi-synthétique de la famille des p-lactamines,
il est largement utilisé en médecine, en vétérinaire et en agriculture, pour le traitement des
infections bactériennes.

L’ampicilline posséde un large spectre d’activité bactéricide contre une vaste
gamme de bactéries aérobies et anaérobies Gram positif et Gram négatif y compris:
Streptococcus, Staphylococcus, Pasteurella, Bacillus anthracis , Bordetella , Brucella ,
Clostridium, Corynebacterium, E. coli , Haemophilus, Proteus, Shigella.

Son action est attribuable a I’inhibition de la biosynthése du mucopeptide de la
paroi bactérienne pendant la phase de multiplication active. Son absorption apres
administration par voie orale est aussi bonne.

L’ampicilline a une masse moléculaire de 349,4 g/mole. Comme elle est présentée
sur la figure ci-dessous, elle possede deux groupements ionisables : le groupement acide
carboxyliqgue COOH sur le cycle thiazolidine, et le groupement amine primaire sur la chaine

latérale du cycle -lactame.

A: Cyde thiazolidine

B: Cyde B-lactame {
====. Groupement amine S
-------- . Groupement acide carboxylique

Figure 25 : Structure semi-développée de I’ampicilline.
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11.1.1. b. L'amoxicilline :

L’amoxicilline est un médicament semi synthétique qui appartient a une classe
d'antibiotique nommé « les peénicillines » (antibiotique lactame) ; il est efficace contre une
grande variété d’infections provoquées par une large game de bactéries pour les humains et
les animaux.

L’amoxicilline (a-amino-p-hydroxybenzyle-penicillin) est le plus utilise dans le
traitement des infections spécialement pour les bactéries gram + et gram -, y compris
Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Haemophilus et Neeisseria gonorrhée .Elle a un large
spectre, une activité élevée, et une absorbance stable qui inhibe la synthese du
peptidoglycane, composant essentiel de la paroi bactérienne.

L’amoxicilline est une molécule dont la masse moléculaire est de 365,4 g/mole.
Telle qu’illustrée a la figure ci-dessous, elle possede trois groupements ionisables : le
groupement acide carboxylique COOH sur le cycle thiazolidine, le groupement hydroxyle OH
du cycle para-hydroxyphényle et le groupement amine primaire sur la chaine latérale du cycle

B-lactame.

e o

/

/

A: Cyde thiazolidine
B: Cyde B-lactame
==== Groupement amine

-------- : Groupement acide carboxylique
-+ =1 Groupement hydroxyphényle

Figure 26 : Structure semi-développée de 1’amoxicilline.
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I11.1. 2. La Procaine :

La procaine est un anesthésique local de la famille des amino-esters. De formule

brute Cy3 Hag N2 Oy, elle est trés soluble dans I'eau, et peu soluble dans I'ethanol.

Elle a été utilisée pendant de nombreuses années comme simple anesthésique.
Entre 1930 et 1951 ont été publiés 165 articles décrivant ses autres effets thérapeutiques sur
I'arthrite, la neurologie, la démangeaison, l'ulcére gastroduodénal, I'asthme, et I'hypertension
(175).

Le chlorhydrate de procaine a été synthétisé pour la premiére fois en 1905 par
A. Einhorn (175), il a pour formule Cy3 Hzg N2 O,, HCI.

Le chlorhydrate de procaine est actuellement une simple combinaison entre deux
vitamines B: PAPA (p-acide benzoique) et DEAE (Diethylaminoethanol) tamponné et

stabilisé avec de lI'acide chlorydrique.

CHy
[:| o
_.-_-__":-’T-H'H. o~ G"’.--xh_ .-""H' ., .ﬂ'".EH-:l
| « HCI
_‘_.-F'\-_\: -

Figure 27 : Structure chimique de chlorhydrate de procaine.

11.1. 3. Le Trans-cinnamaldéhyde :

L'aldéhyde cinnamique ou le trans-cinnamaldehyde est un produit de formule
CyHgO. Il est obtenu par synthese a partir du benzaldéhyde CgHsCHO et d'acétaldéhyde
CH3CHO ou par réduction de I'acide cinnamique. C’est un exemple d’aldéhyde parfumé. I
est présent dans l'alimentation quotidienne de I'numain (176). Le cinnamaldéhyde a des

utilisations diverses :
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e Alimentation : ardbmes pour chewing-gum, créemes glacées, bonbons et boissons
diverses.

o Parfumerie : principe odorant des parfums a senteur fruitée ou orientale : amandes,
abricot, caramel au beurre.

e Agriculture : Appliqué a la racine des plantes, le cinnamaldéhyde s'est montré un
fongicide efficace et d'un emploi sans danger dans les récoltes agricoles. Il est aussi
utilisé comme insecticide et son odeur éloigne les animaux comme chats et chiens.

e Industrie : le cinnamaldéhyde empéche la corrosion de l'acier et d'autres alliages a

base de fer soumis a l'action des fluides corrosifs.

O

Figure 28 : Structure chimique du cinnamaldéhyde.

I11.1. 4. Monomére type amide :

La fonction amide est omniprésente en chimie organique et en biochimie. Elle
fait partie des grandes fonctions rencontrées dans les substances naturelles et
synthétiques a activités biologiques et thérapeutiques (177-178).

Les amides sont aussi importantes par leur présence dans les formulations
pharmaceutiques et agronomiques (179). La fonction amide est souvent utilisée comme
groupe protecteur en synthese organique du fait de leur grande stabilité.

Les amines primaires et secondaires reagissent facilement avec les
halogénures d’acidle RCOX pour donner des amides. La réaction implique 1’attaque
nucléophiles de I’azote sur le carbone du C=0O de RCOX, suivie de [’¢limination
d’hydracide HX. L’amide est bien moins basique que [’amine, par suite des effets
électroattracteurs cumulés, inductifs et mésomeres du C=0. Il s’ensuit qu’une amine ne peut

étre acylée qu’une fois.
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La réaction de Schotten-Baumann (180-181) est une méthode simple
d’acylation permettant de  transformer quantitativement les amines primaires et
secondaires en amides correspondantes. On agite un mélange d’amine, de base (NaOH
ou mieux Na,CO3) aqueuse froide, de RCOX dans un solvant inerte tel le THF. La base
aqueuse permet 1’élimination de 1’acide fort HX. L’amine qu’est un trés bon nucléophile
concurrence efficacement I’ion hydroxyle de RCOX.

On peut aussi utiliser une amine tertiaire telle la triéthylamine (TEA) ou la
pyridine pour neutraliser HX formé. Les amines tertiaires ne réagissent pas avec RCOX et

sont récupérées intactes aprés la réaction par traitement avec les bases fortes aqueuses.

11.1.4. a. Mode opératoire :

A une solution de 0,035 mole d’amine NH,C¢H,COCHj; dans 25mL de THF,
on ajoute goute a goute 0,035 mole de chlorure de méthacryloyle dans 25mL de THF en
premiére étape. En deuxieme étape, on ajoute 25 mL de la solution de soude préparée (0,035
mole). La solution est refroidie a 1’aide d’un bain de glace +sel. Le mélange réactionnel est
ensuite agité pendant 02 heures. Deux phases sont formées (aqueuse et organique). On

récupere la phase organique et on récupeére I’amide formée.

La purification de cette amide se fait par solubilisation dans le THF et

précipitation par I’heptane.

NH,
O NaOH,quem 0°C 9
THF
*’
+ agitation . + NaCl + H,0
R’ cl R N R
R

Figure 29 : Mécanisme réactionnel pour la synthése de I'amide.
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Amine Rendem Amide Aspect
ent
p-aminoacétophénone | 58% poudre
CH i
e s o jaune
TN H /| point de
C—N C .
V4 \, | fusion
0o CH;
110°C.

Tableau 7 : Résultats de la synthése de Schotten-Baumann.

I11.1. 4. b. Caractérisation de I'amide synthétisée :

+ Infrarouge: Les spectres IR ont été enregistrés sur l’appareil FTIR-
8300, SCHIMADZU du Centre de Mesure de la Faculté des Sciences
Exactes de 1’Université Djillali LIABES de Sidi Bel Abbes.

e
S00 | i N
% | " 23144
400
N
300 ' [
] l ’
: ! )
200 l%“ I' .’m?
n
1ondls |
9217
100 AN , 1674 g. 8 y %% )
‘ 2833 8 ' ’ nah 384
/ ‘ ‘?'A& 95’ K
oo hosrs R |
17000 1503 1 1350
4000 0 3000 0 2000 0 1500 O 1000 O 500 g liem

Figure 30 : Spectre FTIR de I'amide.
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A partir du spectre IR, on tire les bandes caractéristiques en cm™ de I'amide

préparee :

2933: =C-H,

995,2 et 927,7: vibrations « hors plan »CH,=C,
3357 : cm-1NH amide,

1700: C=0 acétone,

1674 : C=0 Carbonyle amide,

1631: double liaison vinylique,

1593: double liaison aromatique.

+ RMN H:

Les spectres RMN 'H ont été enregistrés dans la DMSO deuteriée par
rapport au TMS comme référence interne, sur 1’appareil Briicker AVANCE 500 MHz de
I’Universit¢ de RENNES 1 (France).
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Figure 31 : Spectre RMN *H de I'amide.
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CHAPITRE II
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Figure 32 : Spectre RMN **C de I'amide.
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A partir du spectre RMN H* (figure 31), on reléve les déplacements chimiques

en ppm suivants:

C-CHgs: 1,64, Singulet

CO-CHs: 1,9, Singulet

CH,=C: 5,61-5,88, deux doublets

H aromatique: Ho: 7,83, Hy: 7,89,deux doublets
-NH  :10,1. Singulet

A partir de la figure 32, On reléve les déplacements chimiques en *C en ppm

suivants des carbones de I'amide:

C de phényle : C,: 119, Cyy: 121, C,, : 129, C lié a la fonction amide : 132,
H,C=C-CHj3:18,

CO-CHzs: 26,5,

CH,=C: 140,

CH,=C: 143,

C=0 acetone: 167,

C=0 amide: 197.
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11.1.5. La tétra phenyl porphyrine :

Les porphyrines sont des molécules trés présentes dans la nature. On trouve dans
cette grande famille I'hémoglobine, la chlorophylle, la cyanocobalamine...Diverses
porphyrines ont été synthétisées depuis 1935, en faisant réagir un aldehyde avec du pyrrole
dans de la pyridine a des températures variant de 140 a 220°C pendant 24 a 48 heures avec
des rendements maximums d'une dizaine de pourcents. Les conditions trés dures limitent le

choix des réactifs et donc le développement de cette réaction (183-184).
Alder et Longo (185) améliorent nettement la méthode précédente en proposant
de faire réagir un aldéhyde et du pyrrole a reflux de I'acide propionique. La

tétraphénylporphyrine est obtenue avec des rendements de 20%.

I11.1. 5.a. Mode opératoire :

On melange a linstant initial 4 mL de benzaldéhyde avec 150 mL d’acide
propionique dans un ballon de 250 mL. Le mélange est chauffé a reflux a T = 135°C sous
agitation.

On ajoute 2,8 mL de pyrrole dés le début de I'ébullition de I'acide propionique. On
laisse ensuite le mélange a reflux pendant 30 minutes. On laisse enfin le milieu revenir a
température ambiante.

On filtre sur verre fritté et le précipité isolé est rincé abondement avec de l'alcool

méthylique. Le précipité est une poudre violette que I'on laisse sécher a I’air libre.

CHO

i '- Acide propiomque
4 -

“"nn 140°C

Figure 33 : Réaction de la synthése de la tétraphénylporphyrine.
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11.1.5.b. Caractérisation du TPP :

4+ UV-Vis : Le spectre UV-VIS a été enregistré dans l'acétone, sur 1’appareil
Uvikon CFR21 de [I’Université de RENNES 1 (France).

Abs

2,5

1,5

0 200 400 600 3800 nm

Figure 34 : Spectre UV-VIS de la tétraphénylporphyrine dans l'acétone.

A partir du spectre UV-VIS, on tire les bandes caractéristiques des porphyrines :
Bande B ou bande de Soret (185)

A= 417nm

Bandes Q ou (a et B)

Qi A= 648 nm

Qu;A= 591 nm

Qi ;A= 550 nm

Qv ;A= 514 nm
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Figure 35 : Spectre RMN H* de la tétraphénylporphyrine.

A partir de la figure 35, on reléve les déplacements chimiques en ppm suivants :

Hm, Hn Hp: 7,61; 7,77
Ho, Ho': 8,25

Hp pyrrolique : 8,9
NH-pyrrolique : - 2,75
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11.11.1. Matériaux d'enrobage :

Le principe actif a encapsuler est piégé ou enrobé dans une membrane qui l'isole
du milieu extérieur. Dans un tel systeme, le principe actif peut étre entouré par une membrane

d'épaisseur uniforme ou non uniforme (186).

Il existe un nombre important de matériaux qui peuvent étre utilisés dans la
microencapsulation comprenant principalement les polymeres. Le choix des matériaux
d'enrobage dépend d'un certain nombre de facteurs liés aux objectifs et aux conditions
d'utilisation du principe actif, a la nature du polymére, au procédé d'encapsulation et au co(t
d'utilisation.

Pour I'encapsulation des composés pharmaceutiques, le polymére d'encapsulation
doit satisfaire a certaines exigences telles que :

e la non réactivité avec le principe actif ;

présenter une forme facile a manipuler ;

e avoir une faible viscosité a des concentrations élevées afin de permettre
une élimination compléte du solvant pour le processus ayant besoin d'une
phase de désolvatation ;

e apporter a la substance active une protection maximale contre les facteurs
externes indésirables ;

e assurer de bonnes propriétés d'émulsification ;

e et avoir un comportement de redispersion afin d'assurer une libération

contrélée du principe actif (186).

11.11.1. La gomme arabique :

Les hydrocolloides peuvent influencer la libération des principes actifs en
retardant leur diffusion, ceci est di notamment a leur effet sur sa viscosité (187). En effet, la
concentration des molécules volatiles dans la phase gazeuse diminue quand la viscosité

augmente.
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La gomme arabique est la gomme la plus utilisée dans I'encapsulation (188). Elle
consiste en un exsudat de séve obtenu par incision du tronc et des branches de certains acacias
dont principalement l'acacia du Sénégal. Elle est récoltée principalement en Afrique

saharienne.

La gomme arabique est un hydrocolloide fortement ramifié. Sa structure typique

consiste en trois fractions :

e Fraction arabinogalactane correspondant a 90% de la molécule, fraction a faible poids
moléculaire (300 000) et faible teneur en protéine (0,5 %);

e Fraction arabinogalactoprotéine correspondant a 9% de la molécule,son poids
moléculaire est élevé (1,5 millions ) avec une forte teneur en protéine (50 %);

e Fraction glycoprotéique ne représentant que 1% de la molécule.

La fraction protéique assure la liaison entre les différents monomeres
d'arabinogalactane. Aprés hydrolyse en milieu acide, la gomme est dégradee en arabinose,

galactose, rhamnose et acide glucuronique.

La gomme arabique est recherchée principalement pour ses propriétés
émulsifiantes et filmogenes. Elle est convient a I'encapsulation grace a sa solubilité, sa basse
viscosité, ces caractéristiques d'émulsification et sa bonne conservation des composés volatils,

la rendent trés souple pour la plupart des méthodes d'encapsulation.

Krishan et al ont montré que pour I'encapsulation d'oléorésine de cardamone, la
gomme arabique s'avere le meilleur matériau d'enrobage en comparaison avec les

maltodextrines et I'amidon modifié (189).

11.11.2. La gélatine :

Une protéine est un polymere organique résultant de la condensation d’acides
aminés par formation de liaisons peptidiques. Les acides aminés constitutifs sont appelés

résidus. Le radical R présent sur le résidu est appelé chaine alkyl(190).
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Les protéines ont des structures complexes au sein desquelles on distingue quatre

niveaux d’organisation (190):

Structure primaire : elle caractérise la séquence des acides aminés au sein de la
chaine principale de la protéine

Structure secondaire : elle est représentative de la forme spatiale de certaines
parties de la chaine selon un axe principal (hélice o, feuillet 3, ...).

Structure tertiaire : elle indique 1’organisation spatiale générale propre a chaque
protéine, c’est a dire le positionnement respectif des différentes chaines. Elle est
fortement dépendante des conditions régnant dans le milieu environnant (nature
du solvant, viscosité, température, pH)

Structure quaternaire : elle rend compte de I’état d’association des protéines par

liaisons hydrogéne, hydrophobes ou disulfure.

La figure suivante présente les divers types de liaisons susceptibles de se former

dans une molécule de protéine entre les différentes chaines

Liaison
ionique Lialison

hydrogene

Effer
y hydrophobe

Pont
disulfure

Figure 36 : Types de liaisons susceptibles de se former entre
les différentes chaines d'une molécule de protéine.

Il existe deux types de gélatines différant par 1’origine de la matiére premiere et

par le procéde de fabrication utilisé :
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- les gélatines de type A obtenues par un traitement acide de peaux de porcs et d’os,

- les gélatines de type B obtenues par un traitement alcalin de peaux de bovins et d’os.

Les gélatines de type A se distinguent du type B par leur point isoélectrique
(toujours supérieur a 6,5 pour le type A et voisin de 5 pour le type B) et une viscosité plus
faible pour un méme degré bloom. Le bloom définit la force en gel de la gélatine ; il
correspond a la rigidité du gel obtenu avec cette gélatine dans des conditions normalisées. Ce

parameétre dépend de la concentration en gélatine, du pH, de la température et du temps (191).

La gélatine que nous avons utilisée dans cette étude est de type A. Elle fait partie
de la famille des hydrocolloides dont les fonctions principales sont d’épaissir, de gélifier et de
stabiliser. La propriété « gélifiante » de la gélatine est la plus connue et la plus utile. Son
avantage est qu’elle forme un gel thermoréversible qui fond a un degré voisin de celui de la
température du corps humain, sans modifier la qualité gustative du produit dans lequel elle
entre (192).

Elle est utile dans plusieurs domaines :

-I’industrie de la confiserie,

-I’industrie de la viande, des poissons et crustacés, de la diététique, de la santé
-I’industrie pharmaceutique (production des capsules/gélules, comprimés),

-I’industrie photographique,

-applications diverses (clarification des boissons, électrolyse, polymérisation des

matieres plastiques).

Elle est semblable a celle du collagéne. La chaine macromoléculaire contient
environ 27% de glycine et environ 27% de proline et d’hydroxyproline. La représentation
monomérique de ce biopolymere est — (Gly — X — Y)n . La molécule ne contient ni
tryptophane, ni cystéine ; 1’absence de ce dernier acide aminé explique I’absence de pont
disulfure dans la molécule. Les enchainements Glycine — Proline — Hydroxyproline soient —
(Gly — Pro — Hyp)n - sont les plus fréquents. Ces séquences apolaires sont séparées par des
séquences polaires composées principalement de résidus d’acide glutamique, arginine, acide
aspartique, lysine ou sérine. La gélatine est donc composee de certains acides aminés

hydrophobes (proline, leucine) et d’acides aminés hydrophiles (sérine, arginine,...). C’est
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donc une protéine globalement hydrophile présentant un caractére hydrophile — hydrophobe
(amphiphile) mais de faibles propriétés de surface(193).

L’encombrement stérique des noyaux pyrrolidone de la proline et de
I’hydroxyproline impose a la chaine polypeptidique une structure hélicoidale de type
polyproline dans laquelle il n’existe pas de pont hydrogeéne interne. Par conséquent ce noyau
est un facteur important dans le maintien de la configuration moléculaire et de sa stabilité
a I’état natif. Trois chaines de ce type peuvent s’enrouler en triple hélice et établir entre elles
de nombreuses liaisons hydrogéne qui assurent la stabilité de 1’ensemble. En solution, la
structure primaire de la gélatine est conservée mais la structure secondaire peut étre détruite
sous certaines conditions de pH, température ou de composition. Dans les cas limites, les
macromolécules adoptent une conformation de pelote statistique sans orientation spécifique

des différents groupements d’'une méme chaine.

o / 0
PP P .
~1 ““-u.c.-""’ M%fcxcf} "“‘-.Cf ~
H, " H,C H

o) \ \
CH—CH;
Glycine  Proline Hydroxyproline

Figure 37 : Structure primaire de la gélatine.

11.11.3. L'éthylcellulose :

Les polymeéres naturels d'origine animale, végétale ou encore bactérienne,
possédent de nombreux groupements réactifs ( hydroxyle, acide carboxylique, amine) qui
peuvent servir de base a une fonctionnalisation dont le but est de conférer de nouvelles

propriétés. La cellulose est le polymere naturel le plus abondant (194).
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L'éthylcellulose est un dérivé de lacellulose dans lequel une partie des
groupes hydroxyle des unités glucosiques ont été convertis en groupes éthoxyliques. Elle est
fabriquée a partir de cellulose végétale, partiellement éthérifiée, apres un traitement alcalin,

par réaction avec du chloroéthane . Elle est pratiquement insoluble dans I'eau.

Figure 38 : Structure chimique de I'éthylcellulose.

L'éthylcellulose est un polymere biocompatible et non-biodégradable, elle est
utilisée pour libérer des principes actifs a partir des formes orales par la formation d'une
matrice ou film permeéable. Elle est largement utilisée dans la préparation des microparticules
pour contrbler les odeurs, protéger les médicaments contre l'oxydation et la volatilité,

modifier la solubilité, et suivre la libération des principes actifs.

11.11.4. Le polycaprolactone:

Les polyesters aliphatiques appartiennent a la famille des polymeéres
biodégradables et méme bioassimilables car les produits de leur dégradation sont
compatibles et métabolisés par 1’organisme. C’est grace a ces propriétés que I utilisation de
ces polymeéres connait un essor croissant depuis les trente derniéres années. lls sont en effet
couramment utilisés comme matériaux chirurgicaux a usage temporaire (sutures, plaques,
vis...) mais aussi comme matrices permettant d’encapsuler et de libérer des principes actifs

dans le corps humain (195).
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La synthése de ces polyesters s’effectue selon deux voies principales :
e Polymérisation par polycondensation.

e Polyaddition par ouverture de cycle (Ring- Opening Polymerization ou ROP).

La condensation présente beaucoup d’inconvénients : les temps de réactions
sont longs, les polyméres de hauts poids moléculaires sont difficiles d’acces et
les polymolécularités sont importantes. A 1’inverse la polymérisation d’ouverture de cycle
est bien plus efficace d’un point de vue thermodynamique, elle permet de contrbler
correctement I’architecture des polymeéres, leur masse molaire et d’ajuster les propriétés

physico-chimiques de chaque matériau aux applications envisagées (196).

La polycaprolactone est un polyester aliphatique synthétique, hydrophobe et
biodégradable. C’est un polymeére semi-cristallin, non toxique, obtenu par polymérisation
d’ouverture de cycle du monomére e-caprolactone (197). Le polymeére utilisé dans notre
travail a été synthétisé dans notre laboratoire (LCOPM- UDL) selon la réaction chimique

suivante :

O

\\O 210°C
Hooc\é TCOOH
C
+ H>/ n NZ

o
o o)

Ho OH HOO

50 c o 5 + OH

' Hx/n m C (@] 5
fe} m Hx/n m
o
o)

n=2
Figure 39 : Réaction de polymérisation de I' e-caprolactone.
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11.11.4.a. Mode opératoire :

La polymérisation de 1’s-caprolactone a été réalisée par ouverture de cycle en
présence de I’acide adipique sous agitation magnétique, ou 1’e-caprolactone et le diacide sont
mélangés respectivement dans un rapport molaire de ¥ et le mélange réactionnel est porté a

une température de 210C° sous atmosphére inerte d’azote.

La réaction a été arrété au bout de 40 mn et le polymére obtenu a été solubilisé
dans THF puis purifié par précipitation dans le méthanol. Une filtration et un séchage sous
vide ont donné un produit d’aspect poudreux et de couleur blanche.

Les produits utilisés dans cette synthese sont les suivants :

Les Réactifs Caractéristiques et références
CeH100; e Densité=1.076
& caprolactone e M asse .molaire :114.15 g/mole
A\ e Point ébullution : 98-99C°
2 o Référence :FLUKA-Chemica
e Solubilité : soluble dans 1’eau en toutes proportions et dans
la majorité des solvants organiques
L’acide Adipique e Masse molaire :146.14g/mol
CeH1004 e Point fusion :151-154C°
HOOC COCH e Référence : Prolabo ,99.9%
(CHy)4 e Solubilité : 1gr/10ml de methanol

Tableau 8 : Caractéristiques des réactifs utilisés pour la synthese du poly e-caprolactone.

I11.11.4.b. Caractérisation du PCL :

Spectroscopie IR : Le polycaprolactone (PCL) a été examiné en mode FTIR.

L’analyse infra rouge démontre la présence d’une bande d’absorption de vibration a 1724,06

cm™ caractérisant le groupement C=0 de la fonction ester linéaire. Les fonctions OH des
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groupements carboxyles du  polycaprolactone apparaissent aux alentours de 2865,7 —
2945,73 cm™. On remarque aussi une bande fine & une fréquence de 1473 cm™ ; confirmant
I’existence de la fonction carboxyle terminale dans la structure chimique du
polycaprolactone .

On constate 1’apparition respective de deux bandes de déformations hors plan a

960,37cm™ de la fonction acide et & 1106,94 cm™ de la fonction ¢=C des groupements

carboxyles.
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Figure 40 : Spectre infrarouge du polycaprolactone (PCL).

Analyse calorimétrigue différentielle DSC : Les analyses sont faites sur un
appareil DSC-7 PERKIN-ELMER a l'université de Rennesl. Les échantillons sont soumis au

cycle de température (-60 a 200°C): le produit pesé (environ 15 mg) est introduit dans une

capsule DSC en aluminium de 40ul.
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Experiment : PCL-adipi fin 2-80C 250C montee descente Atm. : N2 Crucible : Al
Procedure : PCL-adipi fin 2-80C 250C montee descente (Seq 2) Mass (mg) : 15,2

_ Lr _

8 Onset point : 47,75 °C
— Peak 1 top : 52,60 °C —
Enthalpy / J/g : 54,5981 (Endothermic effect)

Figure 41 : Spectre DSC du polycaprolactone.
Le polymeére concu présente un domaine de fusion important (T¢= 52°C), et une

température de transition vitreuse proche de Ty=-62°C.

Masse viscosimétrigue : Les mesures viscosimétriques M, ont été effectuées a

I’aide d’un viscosimétre capillaire type Ubbelhode de diamétre (d =0,63mm) thermostaté a 30
+0.1°C.
La masse viscosimétrique est ensuite déduite de la relation de Mark-Houwink :

[7]=KMm; [31]

Les constantes de Mark-Houwink K et a déterminées dans le dichlorométhane a
30°C sont 17 10°ml/g et 0,71 respectivement (198).
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La masse viscosimétrique du polycaprolactone (PCL) : 16829,33 gr /mole.

Concentration temps Ny =t/t0 Dspec=(1/t0)-1 Nrea=(t/t0)-1/C

(g/ml) d'écoulement(sec) | (ml/g) (ml/gr) (ml/g) [0] Jin(mL/g)
0,0050 53,55 1,030 0,030 5,922

0,0042 52,86 1,016 0,016 3,891

0,0036 53,18 1,022 0,022 6,249

0,0025 52,97 1,018 0,018 7,383 17,625
0,0017 53,45 1,028 0,028 16,286

0,0013 52,93 1,018 0,018 13,607

Masse viscosimétrique du polycaprolactone (PCL) : 16829,33 g /mole

Tableau 9 : Résultats de I’étude viscosimétrique du polycaprolactone.

Spectroscopie  RMN de résonance magnétigue nucléaire RMN'H : Les

signaux présentés par le PCL sont attribués par comparaison avec les spectres RMNH de nos

réactifs de départ et de celui d’un autre (PCL) obtenu par une autre méthode décrite dans la

littérature (199).
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Figure 42 : Spectre RMNH de PCL dans CDCl5 a 25°C.
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Les attributions des différents signaux sont résumées dans le tableau suivant :

Protons Déplacements chimiques en ppm Allure des signaux
°CH, 1,25 Multiplet
"CH; - Multiplet
"CH, 1,47 Multiplet
"CH, 1,47 Multiplet
YCH, 1,50 Multiplet
"CH, 2,14 Triplet
“CH, 2,21 Triplet
"CH, 4,00 Triplet
'OH 11,80 Singulet

Tableau 10 : Déplacements chimiques des signaux en RMN*H du PCL.

L’analyse du spectre RMNH du polycaprolactone montre la présence d’un triplet vers

4 ppm caractérisant les protons méthylenes *CH, du cycle caprolactone ouvert.
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I1.111. Préparation des microparticules :

11.111.1. Synthése des microcapsules :

Dans cette partie, on procéde a la microencapsulation du cinnamaldehyde par la
technique de la coacervation complexe du couple Gélatine-gomme arabique, pour obtenir aux
conditions optimales de fabrication de microgouttelettes de cinnamaldehyde totalement

enveloppées par une membrane gélatine-gomme arabique.

Plusieurs expériences sont faites pour déterminer les meilleures conditions d’une
totale encapsulation de cet agent actif. Ce travail est alors poursuivi dans le but d’améliorer la
conservation de microcapsules obtenues en procédant a une réticulation dans un milieu acide
et étudier I’influence de quelques paramétres sur les propriétés de ces microcapsules (taille et

épaisseur de la membrane) et la libération de I’agent actif.

La microencapsulation par coacervation complexe a été conduite dans un
cylindrique avec un couvercle (volume du réacteur = 1000 mL, diameétre externe = 80 mm).
L’agitation est assurée par un agitateur mécanique (type : IKA RW20 digital, UK), muni d’un

mobile d’agitation avec 4 pales (longueur de la pale = 50 mm, largeur de la pale = 08 mm).

On a preparé des microcapsules considérées comme référence et nommées
AGGO01, les autres microcapsules fabriquées par modification des paramétres de préparation

seront comparées a I'échantillon pris comme référence.

Les différentes étapes du protocole de AGGOL1 et les observations obtenues lors

de la préparation sont les suivantes :

» On prépare les solutions :
- 40g de solution de gomme d’acacia a 1%.
- 40g de solution de gélatine a 1%.
- Peser dans un erlenmeyer 20g de cinnamaldehyde.

On note que le rapport entre les deux polymeres est de 1/1 et que la fraction
volumique de cinnamaldehyde est de 0,2.
On introduit les deux erlenmeyers contenant la solution de gomme d'acacia et la

gélatine dans un bain thermostaté a 40°C qui est la température optimale de dissolution de la
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gélatine. Les deux solutions sont sous agitation pendant Z1heure. L'erlenmeyer du
cinnamaldehyde est aussi dans le bain thermostaté a 40°C.
Le réacteur est introduit dans un bain thermostaté a 40°C. Au cours de toutes les

manipulations la longueur de la tige est réglée de telle sorte que les pales de la tige se situent a
1/3 de la hauteur du bac ou le réacteur est plongé.

V+.Volume total du liquide 100mL; H: Hauteur du liquide; D: Diamétre interne du liquide 60mm:; d:
Diamétre du mobile d'agitation: 50 mm; w: Epaissseur des pales d'agitation: 08 mm; |: Longueur des
pales:12 mm; p: Nombre de pales: 4; Y: Hauteur du mobile par rapport au fond de la cuve.
Figure 43 : Dispositif expérimental de I'encapsulation par coacervation complexe.

Figure 44 : Turbine d'agitation.
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Les étapes de préparation des microcapsules sont :

> L'émulsion :

On introduit dans le réacteur a 40°C la solution de gomme d'acacia puis on ajoute
la solution de gélatine et on laisse le mélange sous agitation de 500 rpm.

Aprés 15 min, on ajoute petit a petit le cinnamaldehyde dans le réacteur, le milieu
devient trouble.

On fait un prélevement du milieu réactionnel, on le dépose sur une lamelle en

verre et on fait une observation au microscope optique (figure 45).

Figure 45 : I'étape de I'émulsion & T=40°C.

On remarque la présence des gouttelettes sphériques du cinnamaldehyde qui

dispersé dans la phase polymérique aqueuse.

» Lacoacervation :
Aprés 30 mn: on diminue le pH de 6,2 a 3,9, en introduisant goutte a goutte
2,4 mL d'une solution molaire de CH3; COOH. Lors de la goutte a goutte, on réduit la vitesse
d'agitation a 250 rpm.
A la fin de la goutte a goutte, on fait une autre observation par microscopie
(figure 46).
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Figure 46 : L'étape de la coacervation a pH=3,9, T=40°C.

On remarque qu'il y a formation de fines gouttelettes riches en polymeéres qui sont
les coacervats et des regroupements recouverts par une membrane fine avec présence
d'auréoles sur les microcapsules ce qui veut dire gu'elles ne sont pas totalement recouvertes :

c'est la coacervation.
On note que l'introduction de I'acide acétique provoque la coacervation.

» La Consolidation
Aprés 45 min, on introduit 0,08 mL de glutaraldéhyde a 25% pour consolider les

membranes par réticulation.
Tout de suite apres, on siphonne I'eau du bain, on le rempli de glace et on laisse

refroidir durant 45 min pour que le milieu réactionnel atteigne une température égale a 5C qui
est la température optimale de gélification de la gélatine.
On laisse le mélange sous agitation a 5°C pendant 1lheure.

On fait une observation au microscope (figure 47).

100



CHAPITRE II Partie expérimentale

Figure 47 : L'étape de la consolidation pH=3,9, T=5°C.

On constate que les microcapsules sont individualisées avec beaucoup moins de

coacervats et absence d'auréoles sur les microcapsules.

» Alcalinisation :
Apres une heure a 5°C, on améliore la réticulation par alcalinisation du milieu
réactionnel a pH=8,9, en ajoutant goutte a goutte 2,6 mL d'une solution molaire de soude
ensuite on augmente la température a 40°C sans arréter l'agitation.

On fait un autre prélévement (figure 48).

.

Figure 48 : L'étape de l'alcalinisation pH=8,9; T=40°C.

101



CHAPITRE II Partie expérimentale

On remarque que les microcapsules ne sont plus sphériques et elles sont ridées.
Apres 15 heures, on baisse le pH de 8,9 a 4,5 pour dérider les microcapsules, on

ajoutant 4,7 mL de solution acide acétique 1M. On fait un dernier prélevement (figure 49).

Figure 49 : Observation des microcapsules AGGO01 par microscope optique.

Les autres formulations sont effectuées en suivant le méme protocole mais en
modifiant quelques paramétres de fabrication pour voir leur effet sur la morphologie des
microcapsules ainsi que la libération du principe actif a partir de ces microcapsules, ses

images prises par microscope optique sont classées en annexe.
» Modification des parameétres de fabrication :

1. Modification de la vitesse de refroidissement :
+ AGGO02:
Ce sont des microcapsules qui ont été synthétisées de la méme maniére que les
microcapsules nommées AGGO1 avec les variantes suivantes :
- La diminution de la température de 40°C a 25°C se fait en remplissant le bain
avec de 1’eau de robinet pour fixer la température a 25°C au lieu de mettre la glace.
- A 25°C, on siphonne I’eau du bain, on introduit dans le réacteur toutes les

minutes environ 4 mL d’eau permutée a 3°C. La masse totale d’eau introduite dans le réacteur

est 100 g.
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- On met de la glace dans le bain pour atteindre les 5°C, et pour le reste de la

manipulation, on suit le protocole de production de AGGO01.

+ AGGO03:
C’est le méme protocole que celui des microcapsules AGG02 mais ’ajout de

I’eau a 3°C se fait toutes les 2 minutes au lieu d’une minute.

+ AGGO04 :
C’est le méme protocole que celui des microcapsules AGG03 mais apres la
deuxieéme dilution avec I’eau, on augmente la vitesse d’agitation a 500 rpm au lieu de 250
rpm.
+ AGGO05:
Méme protocole que AGGO3 mais la dilution se fait avec 100g d’une solution

PEG et de pH 3,9.

Le tableau suivant regroupe les différentes vitesses de refroidissement.

Echantillon AGGO01 AGG02 AGGO03 AGG04 AGGO05

AT | At: entre
25°C et 15°C 1,200 0,340 0,180 0,148 0,156

°C/min

Tableau 11 : Vitesses de I'abaissement de température de différents échantillons.

2. Modification du temps d*'émulsion :

+ AGGO06 :
Les modifications faites par rapport a AGGO1 :
- Le temps de I'émulsion a été modifié de 30mn a 10mn, et on suit le méme
protocole décrit en AGGOL.
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3. Modification de la duré de coacervation :

+ AGGO07:
C’est le méme protocole que celui AGG06 mais la durée de coacervation est
seulement de 10 mn au lieu qu’elle soit 45 mn et I’abaissement de température de 40°C a

25°C se fait a eau courante dans le bac.

4. Modification des concentrations des polymeres :

+ AGGO08 :
Les parameétres modifiés sont :
- 20 g solution gomme arabique a 4% au lieu 40 g a 1%
- 20 g de gélatine a 4% au lieu de 40 g a 4%
- Juste avant de faire baisser le pH avec 2,4 mL de CH3COOH 1M, on dilue
le milieu réactionnel avec 100g d’eau permutée a 40°C, ensuite on procede de la méme

maniere que pour AGGO?7.

+ AGGO09:

Méme protocole que celui de AGG08 mais a 25°C la dilution se fait d’une solution
2 0,25% 1% de Tween 20.

I11.111.2. Synthése des microsphéres :

Dans cette deuxiéme partie, on prépare des microparticules par I'évaporation de
solvant d'un ensemble des principes actifs : La procaine (PR), I'amoxicilline (AMO) et
I'ampicilline (AM). D'autres produits synthétisés amide : NH,CsH,COCH3: MS et le
tétraphényl-porphyrine : TPP sont aussi encapsulés par cette méthode.

Plusieurs paramétres ont été modifiés, pour déterminer les meilleures conditions
d’une totale encapsulation de l'agent actif et étudier I’influence de ces parametres sur les
propriétés de ces microsphéres (taille, porosité et morphologie de la surface) et la libération de

I’agent actif.

La microencapsulation par évaporation de solvant a été conduite dans le méme

réacteur deja decrit ci-dessus. Il est utilisé sans son couvercle pour faciliter I'évaporation de
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solvant. L’agitation est assurée par le méme agitateur mécanique (type : IKA RW20 digital,
UK), muni d’un mobile d’agitation avec 4 pales (longueur de la pale = 50 mm, largeur de la

pale = 08 mm).

Figure 50 : Réacteur de la formulation par

évaporation de solvant.

Le mode opératoire utilisé pour la préparation des microsphéres chargées en

principe actif se déroule comme suit :

» Preparation de la phase continue : Une quantité de tensioactif est
dissoute dans 50g d'eau fraichement permutée, sous forte agitation et
chauffage.

» Préparation de la phase dispersée (organique) : Cette solution est
préparée par dissolution sous chauffage a reflux (30-35°C) et agitation
du polymere matrice dans un solvant organique contenant le principe

actif a encapsuler a des quantités connues.

La solution organique est introduite dans le réacteur d'encapsulation contenant la
solution aqueuse préalablement agitée mécaniquement et placée sous hotte aspirante.
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L'agitation est maintenue tout au long de I'évaporation du solvant afin de maintenir les
microparticules en suspension et activer I'évaporation de solvant. Le temps d'évaporation de
solvant est contrélé par I'évolution de la taille des microsphéres observées sous microscope
optique. Cette durée varie selon les parametres choisis et la composition du milieu.

Les microsphéres sont alors récupérées par filtration sous vide a l'aide de la
trompe a eau et séchées dans un dessiccateur sous vide statique et en présence de CaCly,
jusqu'a poids constant. Les microsphéres sont stockées dans des flacons bien fermés.

Dans l'ensemble des expériences d'encapsulation réalisées, plusieurs paramétres
physico-chimiques ont été étudiés. La composition du milieu d'encapsulation a été modifiée
par les parametres cités ci-apres :

» Nature du polymére matrice : les différents polymeres utilisés comme matrices
d'enrobage dans cette technique sont I'ethylcellulose (EC) et le poly-e-caprolactone
synthétisé (PCL).

» La vitesse d'agitation pendant I'émulsion : Les vitesses choisies sont : 200, 400 et 600
rpm.

» Le tensioactif : les différents tensioactifs utilises sont : Tween20 (T20), Tween80
(T80), Gelatine (GE) et dodécylsulfate de sodium SDS.

» La concentration du tensioactif : différentes concentrations sont choisies pour chaque
émulsifiant.

» Le rapport principe actif/polymere : quelques formulations sont réalisées avec les
rapports suivants : 33,33%, 50% et 66,66%.

> Le solvant de la phase organique : deux solvants ont été utilisés pour la préparation
de la phase organique, le Dichlorométhane (DCM) ou des mélanges de
Dichlorométhane/ Acétone a (DCM / AC) : (80/20) et (50/50).

» Le ratio phase dispersée/ phase aqueuse : trois ratios sont choisis (phase dispersée/
phase aqueuse) (1/1), (1/2) et (1/3).

L'influence de ces parameétres sur les caractéristiques des microsphéres et sur la
vitesse de libération de lI'agent actif dans le milieu d'étude a été étudiée.
L'ensemble des expériences réalisées et leurs parametres sont classées dans le

tableau suivant :
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Phase dispersée Phase aqueuse Vitesse
d'agitation
Code Principe Polymeére(g) Solvant Tensioactif Eau
actif (9) (mL) permutée (rpm)
(%) (mL)
TAOl | AM (0,6%) EC (1,2) DCM (50) T20 (1) 50 200
TA02 | AM (0,6) EC (1,2) DCM (50) T20 (1) 50 400
TAO3 | AM (0,6) EC (1,2) DCM (50) | T20 (1)*/* 50 600
TA04 | AM (0,6) EC (1,2) DCM (50) | T20(0,5) 50 600
TAO5 | AM (0,6) EC (1,2) DCM (50) | T20 (1,5) 50 600
TA06 | AM (0,6) EC (1,2) DCM (50) | T80 (1)*/* 50 600
TAT1 PR(0,4) EC(1,2) DCM (50) T20 (1) 50 600
TAT2 | PR (0,6%) EC(1,2) DCM (50) | T20 (1)* 50 600
TAT3 PR(0,8) EC(1,2) DCM (50) T20 (1) 50 600
TAT4 PR(0,6) EC(1,2) DCM (50) | T80 (1)* 50 600
TAT5 PR(0,6) EC(1,2) DCM (50) T80 (2) 50 600
TAT6 PR(0,6) EC(1,2) DCM (50) T80 (4) 50 600
TAS | AMO(0,6) EC(1,2) DCM (50) SDS(1) 50 600
TAG | AMO(0,6) EC(1,2) DCM (50) GE(1) 50 600
TAV1 | AMO(0,6%) | EC(1,2)** | DCM (50) T80 (1) 50 600
TAV2 | AMO (0,6) EC(1,2) DCM (50) T80 (1) 100 600
TAV3 | AMO (0,6) EC(1,2) DCM (50) T80 (1) 150 600
TAP | AMO (0,6) PCL DCM (50) T80 (1) 50 600
(1.2)**
TA8 | AMO (0,6) EC(1,2) DCM/AC T80 (1) 50 600
(80/20)
TA9 | AMO (0,6) EC(1,2) DCM/AC T80 (1) 50 600
(50/50)

TAM | MS (0,6%) EC(1,2) DCM (50) T80 (1) 50 600
TATP | TPP (0,6+) EC(1,2) DCM (50) T80 (1) 50 600
(X*) variation de principe actif, == variation de polymére, */= variation de tensioactif pour Te meme principe actif, Ies autres

variation (tensioactif , solvant, vitesse ) sont notées en gras

Tableau 12 : Les parameétres modifiés dans les formulations par évaporation de solvant.
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I1.1VV. Techniques de caractérisation des microparticules :

11.1V. 1. Détermination de la quantité de principes actifs encapsulés :

La quantité de principe actif contenue dans les microparticules préparées a été
déterminée par la technique d'extraction dans des solvants adéquats. Compte tenu de la
polydispersité de ces microparticules, on a effectué les extractions trois fois. Aprés un temps
suffisant de solubilité du principe actif dans le solvant, la solution obtenue est analysée par
spectrophotométrie UV-Vis afin de déterminer la masse de principe actif extrait des
microparticules.

Le rendement (Rdt) de la microencapsulation est défini par le rapport de la
quantité de principe actif (Pa) déterminée par extraction sur la quantité introduite initialement

pour encapsulation.

(masse de Pa extrait

Rdt % = ) x 100 [32]

masse de Pa initiale

La teneur en principe actif est calculée par :

d ]
Teneur % = {: masse de Pa extirait )X 100 [33]

masse des microparticules

» Extraction de principe actif a partir des microcapsules :

Pour déterminer le rendement et la teneur en CN contenu dans les microcapsules,
on a procede a l'extraction dans le montage Soxhlet utilisant I'isopropanol comme solvant
d'extraction. Le protocole d'extraction est réalisé de la maniére suivante : on pése 1g de
microcapsules égouttées et séchées sur une toile gu'on introduit dans une cartouche de
Soxhlet. On procede a I'extraction avec 200 mL d'isopropanol sous reflux pendant 6 heures
(le chauffage est fixé de fagcon a obtenir 7 cycles/heure). A la fin du chauffage, on trempe
I'échantillon dans I'isopropanol, et on le laisse dans le bain du solvant pendant une nuit. On
récupére la totalité de la solution et on réalise le dosage par UV-Vis sur un prélévement de

0,1 mL dilué avec l'isopropanol.
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» Extraction de principe actif a partir des microspheéres :

Pour déterminer le rendement et la teneur en principe actif contenu dans les
microspheres, on suit la methode suivante : 0.1 g de microsphére a été broyée, et immergé
dans 100 mL de pH =1,2 dans un flacon bouché. Cette solution a été mise dans une forte
agitation avec chauffage a 40°C pendant 24h. L’extraction du TTP a été réalisée dans le
méthanol. Un prélévement de 1mL a été analysé par UV-Vis a Amax du produit, apres filtration
de la solution sur papier filtre puis dilution 100 fois dans le pH=1,2. La quantité déterminée

par ce dosage représente la quantité réelle en principe actif encapsulé.

11.1V. 2. Distribution en taille :

Les microcapsules obtenues n'ont pas la méme taille, et comme elle a une
influence sur la libération, il est nécessaire de calculer les diamétres moyens et la dispersion
"D".

Pour calculer cette distribution, on utilise le microscope optique (OPTIKA 4083

B1). Ce microscope nous permet de déterminer la taille des microcapsules individuelles.

On détermine les diametres moyens d'un échantillon qui contient au moins 500
microparticules et ceci en prélevant 1a 2 gouttes des microcapsules préparés, puis on place
I'échantillon sur une lamelle. Pour une meilleure observation, on fait une dilution et on

compte le nombre de microcapsules qui ont la méme taille.

Chaque analyse a été faite en Triple. Une fois I'analyse terminée, on calcule les
diameétres moyens en nombre, en surface et en volume ainsi que la dispersion qui est définie

comme suit (200) :

Le diametre moyen en nombre est calculé a partir du dénombrement des

particules de méme diameétre, mathématiquement, il est défini par :
dio=) nidi/ X n [34]

Le diametre moyen en surface (Diametre de Sauter) est calculé a partir du

dénombrement des particules de méme surface, mathématiquement, il est défini par :

ds=Y nd?/ Y n; di? [35]
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Le diametre moyen en masse est calculé a partir du dénombrement des particules

de méme masse, mathématiquement, il est défini par :
dsz=> nidi*/ 3 n; di® [36]

La polydispersité d'un systeme de microparticules est définie par le rapport du

diameétre moyen en masse sur le diamétre moyen en nombre :
Dispersion = dj3/d1 [37]

Un systéme monodisperse correspond a une dispersion égale a 1; plus on

s'éloigne de l'unité, plus le systéme devient polydispersé.

11.1V. 2.a. Détermination de la taille des microparticules par microscopie optique :

On opté d'utiliser la microscopie optique pour la mesure de la taille des particules,

car elle évite le comptage des agrégats qui peuvent altérer la taille moyenne des particules.

On a utilisé deux microscopes optiques pour l'observation de nos particules et la

détermination de la taille de nos microparticules :

- Microscope type Vickers Instruments M14/2 équipé d'un oculaire 10x et muni de
quatre objectifs : x10, x40, x60, x100.
- Microscope optique (OPTIKA 4083. B1), doté d'une caméra relie¢ a un

ordinateur.

Pour établir une distribution en taille d'un lot de microparticules, I'observation et
la mesure se font sur une population de plus de 500 microparticules. Cette population est
divisée en classes de microparticules de diameétres d; qui correspond au centre de la classe ; le

domaine de la classe varie selon la taille des microparticules.

On dénombre alors I'effectif dans chaque classe puis on réalise le calcul statistique
a l'aide d'un tableur Excel ; les fréquences sont calculées pour chaque classe ce qui nous
permet de tirer les diamétres moyens : en nombre dj, en surface ds; et en masse dgs, ainsi que

la polydispersité "D" du lot de microparticules exprimée par d43/dso.
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11.1V. 2.b. Exemple de calcul :

La feuille de calcul suivante est celle d'un lot des microcapsules AGGO1

fabriquées avec le couple Gélatine-Gomme arabique.
Pour ce lot on a distingué six classes de microcapsules de diamétres différents, on
compte alors le nombre de microcapsules de chaque classe puis on établit le calcul présenté

sur la feuille ci-apres.

11.1V. 2.c. Résultats granulométriques :

Le resultat donné dans la page suivante est tracé sous forme de courbe plus

présentatif de la distribution en taille des microparticules.

%
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Figure 51 : Les courbes de distribution en taille de microcapsules AGGO1.
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Centre  effectif ni ni*di fréquence ni*di2 Fréguence ni*di3 Fréguence ni*di4
de en nombre % en surface % en masse%o

classe di

(LLm)

50 430 21500 20,33096927 1075000 4,193763581 53750000 1,53411924 2687500000
80 272 21760 12,86052009 1740800 6,791166178 139264000 3,974838732 1,1141E+10
100 937 93700 44,30260047 9370000 36,55401372 937000000 26,74362284  9,37E+10
150 353 52950 16,69030733 7942500 30,98508581 1191375000 34,00393134 1,7871E+11
200 97 19400 4,586288416 3880000 15,13656065 776000000 22,14840056 1,552E+11
250 26 6500 1,229314421 1625000 6,339410064 406250000 11,59508728 1,0156E+11

somme 2115 215810 100 25633300 100 3503639000 100 5,43E+11

DIAMETRES MOYENS (um) ET DISPERSION ''D"":

Diamétre moyen en nombre
d10: 118,78
Diameétre moyen en surface
d32: 136,68
Diameétre moyen en volume
d43: 154,98
Dispersion "D"=d3/d1g

1,30

Tableau 13 : Résultat granulométrique de AGGO01
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11.1V. 3. Microscopie électronique a balayage ""MEB"" :

La caractérisation de la surface et la morphologie des microparticules ont été

effectuées par microscopie €lectronique a balayage. Nous avons utilisé deux appareils MEB :

- MEB JEOL 5800 au Laboratoire d’Elaboration et Caractérisation des Matériaux a la
Faculté de Technologie a 1’Université Djillali Liabes de Sidi Bel Abbes. On réalise une

métallisation par I’argan sur un support métallique sur lequel le produit sera collé.

- Quanta 200 (FEI, France) au Centre d'Imagerie de Bordeaux, a I'Université de
Bordeaux-1, Les échantillons sont déposés sur les stubs (supports d'observation) et
maintenus grace a des pastilles autocollantes carbone et observés tels quels (pas de
métallisation) en utilisant le mode Low Vacuum du microscope avec les paramétres
suivants : Pression dans la chambre = 50 Pa + envoi de vapeur d'eau, Tension
d'accélération 6 a 7 Kv. Les images sont obtenues en électrons secondaires via un

détecteur spécifique (Large Field Detector).

I1.1V. 4. Caractérisation des microparticules par spectroscopie Infrarouge :

L'étude comparative des spectres IR des produits de départs et des microparticules
effectuée sur l'appareil FTIR Schimadzu (Université d'Oran) a permis d'en déduire la présence
de l'agent encapsulé dans les microparticules. Les spectres ont été établis sur des pastilles
composées du produit a analyser dispersé dans le bromure de potassium "KBr" parfaitement
sec (pour les solides) et sur le produit pur étalé dans une cellule NaCl pour les liquides (le cas

de cinnamaldehyde).

I1.1V. 5. Caractérisation par DSC :

Les températures de transition vitreuse Tg °C de quelques microparticules ont

¢té déterminées sur un appareil DSC de type Sétaram a 1’Université de Rennes-1(Service

Pr J.F Carpentier-UMR 6226 CNRS).

Les Tg °C ont été déterminées sur les courbes de chauffage entre 30 et 310 °C sur

des échantillons de 5a 10 mg. Le chauffage a été réalisé par des vitesses de +10°C/mn.
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I11.1V. 6. Caractérisation par DRX :

L’appareil utilisé est un diffractométre & poudre BRUKER D8 Advance a
Université  Es-Senia, Oran. Les diffractogramme DRX de l'agent actif pure, de

I'Ethylcellulose et des microsphéres ont été réalisées.

I11.V. Processus de la libération de I'agent actif :

11.\V.1. Dispositif expérimental :

Les cinétiques de libération de l'agent actif a partir des microparticules ont été
effectuées dans un réacteur spécial de volume de 500mL disposant d'un tube immergé dans la
solution pour réaliser les prélevements. Ce tube a une extrémité en verre fritté qui empéche
I'ascension des microparticules lors du prélevement. Ce dispositif est immergé dans un bain
thermostaté a une température de 37°C pour les microparticules et de 25°C pour les

microcapsules. Le dispositif est décrit dans le schéma ci-dessous :

: Réacteur de libération
: Tube avec extrémité en verre fritté.
: Thermostat.
: Agitateur magnétique.

6 : bain thermostaté.

= : barreau aimanté
=0 4 7: Liquide + microparticules

8: Liquide sans microparticules

-
[ N TN S I I N

Figure 52 : Dispositif expérimental de libération.

Ce dispositif expérimental a été adopté a l'ensemble de nos cinétiques. Nous
devons maintenir constantes les conditions opératoires dans lesquelles sont effectuées nos

différentes cinétiques.

Les microparticules chargées de principe actif «100 mg» sont immergées dans un
milieu physiologique de pH=1,2 ou pH= 7,7 (pour les microsphéeres) ou dans un mélange

éthanol/eau (pour les microcapsules).
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Le reéacteur «1» est muni d’une agitation magnétique controlée (500 r.p.m) et
chauffé par un agitateur chauffant & la température «37°C ou 25°C» mesurée & I’aide

d’un thermomeétre.

Le réacteur est bien fermé afin d’éviter toute évaporation du milieu 7. Ce dernier
passe le tube 2 a travers le verre fritté sans les microparticules jusqu'a égalisation des niveaux
liquides. Ce montage décrit par El Bahri et al (145) permet le prelévement du volume V, a
I'aide d'une seringue dont I'analyse UV-Vis permet l'acces au pourcentage de principe actif
liberé.

Le volume prélevé est dilué par un volume V4 du méme milieu d'étude. La
Densité Optique (D.O) ou I’Absorbance est ensuite déterminée par UV-Vis pour chaque

prélevement.

11.V. 2. Préparation des milieux d'étude :

On a choisi deux milieux physiologiques reconstitués de pH=1,2 (gastrique) et

pH=7,7 (intestinal) pour I'étude de la libération a partir des microspheres.

Les quantités nécessaires a la reconstitution des deux milieux physiologiques sont

les suivantes :

» Milieu gastrique stomacal de pH=1,2 composé de :
HCI 1N : 80 mL

e NaCl : 02 grammes.

Eau distillée g.s.p 1000 mL.

» Milieu physiologique de pH=7.7 composé de :
HCI 0,1IN : 200mL

Borax 0,025N : 500ml

Eau distillée g.s.p 1000 mL.

Ces compositions sont conformes aux normes decrites par la pharmacopée
Américaine U.S. P (201).

Ces milieux correspondent aux temps de séjours les plus importants le long du
tractus digestif (202) (Figure 53) :
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Position pH moyens Temps de sé¢jour moyens

Bouche 67a7 2 2 10 secondces sclon 1a consistance.
Oesophage
132=3  pyjs volume de liquide 3 joun 10 mn 3 1 h.
Estomac pdt Repas: ! a8h
les repas Premiers passages en quelques minutes.
Duodénum 436 53 1S onnutes
Jejunum 6a7 2a3h30mn
Iiéon 7a8 3 4 6 h (Stagnation asscz longuc avant k¢
passage dans le caecum).
Colon 7a8 Caecum et colon ascendant : 1 h.

Colontransverse: 334 h
Colon descendant : 3 h
Le colon pelvien est atteinten 18 h
cavirron

Figure 53 : pH et temps de séjour des matieres solides le long du tractus digestif.

Pour I'étude de la libération de cinnamaldehyde a partir des microcapsules, nous
avons choisi le milieu composé de 70 mL d'eau et de 30 mL d'éthanol, pour raison

d'insolubilité de cinnamaldehyde dans I'eau.

11.V. 3. Facteurs influencant les transferts de matiéres :

Dans la cinétique de libération des principes actifs dans les milieux d'étude

choisis, il existe plusieurs facteurs influencant les transferts de matiéres. On les citera ci apres:

> L’agitation du milieu :

La concentration de la solution devrait étre uniforme en tout point de la
solution, et cette uniformité est maintenue grace a I’action d’un agitateur magnétique
dans le flacon (vitesse de rotation fixée a 500 rpm pour toutes les expériences), puisque la

non agitation du milieu réactionnel entrainera la formation d’un gradient de concentration
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a I’intérieur de la solution, donc source d’erreur lors des analyses en spectrophotométrie

u.Vv.

» Latempérature du milieu :

L’influence de la température est trées importante dans les phénomenes de
diffusion (intervient dans la solubilité du principe actif et facilite la diffusion). Les cinétiques
des principes actifs solubles dans les milieux physiologiques ont été effectuées a température
constante 37°C (température du corps humain), (les cinétiques de libération du cinnamaldeyde

sont effectuées a température 25°C).

» Lanature du milieu, son pH et son volume :

« La nature du milieu, comme la température, intervient sur la solubilité de
I’agent actif, laquelle influera sur la diffusion.

% Le pH du milieu influe sur la vitesse d’hydrolyse et sur la solubilité du
principe actif.

< Le volume du milieu influe d’une part sur la solubilité de 1’agent actif, et

d’autre part sur sa masse libérée au temps infini (temps a I’équilibre).

Cette influence du volume du liquide conduit & deux méthodes expérimentales :
» Méthode " no-sink”: ou le volume choisi (100 mL) est utilisé pour toute
I’expérience. La concentration du principe actif augmente au cours de

I’expérience.

» Meéthode "sink™" : le volume est constamment renouvelé par du liquide

vierge, le volume utilisé est donc plus grand.

La premiere méthode (no-sink) est beaucoup plus facile a réaliser, et c’est

cette méthode que nous avons utilisée dans toutes nos expériences.
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11.VV. 4. Analyse des principes actifs libérés :

Les mesures sont effectuees a 1’aide d’un appareil UV. VIS calibré a une longueur
d’onde fixe propre au principe actif étudié.

> Recherche de A na:
Les valeurs des longueurs d’ondes sont déterminées en faisant les spectres
U.V des solutions & concentrations connues (10™-10™ mole. Litre™) de principe actif. On
donne ci-dessous les spectres UV-Vis et les courbes d'étalonnage d'amoxicilline dans les

milieux détude (pH=1,2 et pH= 7,7) (figures 54 et 55). Les autres courbes spectrales
d’absorption des autres agents actifs sont classées dans I'annexe.

AMO1

0, 000l —— ol ! : : : ‘ i
200,0 275, 0 ‘ A (nm)

Wavelength (nm.)

Figure 54 : Le spectre d’absorption d’amoxicilline dans le milieu pH=1.2.
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AMO7

1,150

0, 000! - -
200, 0 275, 0 X(nm)

Wavelength (nm.)

Figure 55 : Le spectre d’absorption d’amoxicilline dans le milieu pH=7,7.

Milieux d'étude de libération des agents
Principe actif actifs
pH=1,2 pH=77 | (EtOH/H,0)
(30/70)
Ampicilline (AM) 203 203 /
Amoxicilline (AMO) 228 273 /
Procaine (PR) 227 290 /
p-aminoacetophénone 285 309 /
greffé (AN)*
Trans Cinnamaldehyde / / 305
(CN)

* libéré par hydrolyse de la fonction amide

Tableau 14 : Valeurs de A max des principes actifs dans les milieux d'étude.

Les valeurs de A max ainsi trouvées sont maintenues constantes pour suivre
le relargage du principe actif étudié.
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> Droites d’étalonnage et Calcul de €yax :
La Densité Optique (D.O) ou 1’Absorbance (A) et la concentration (mole/litre)

sont liées par la loi de Beer- Lambert :

(D.O) max =109 (Imax/lo) = €max.1.C : [38]
(D.O)max = €max.1.C
ou:
* Imax/lo : est la transmittance.
* emax . le coefficient d’absorption spécifique (L.cm™.mole™).
* C: laconcentration en mole/l de la solution.

* 1 : lalongueur de la cellule en quartz (1cm).

A partir de 5 solutions de concentrations connues, il est possible de tracer
les «Droites d’Etalonnage », permettant de déterminer les valeurs de emax des principes
actifs.

La valeur de emax correspond a la valeur de la tangente de la droite
(D.O)max=f(C). Les valeurs des coefficients d’absorption spécifiques trouvées sont

données dans le tableau suivant:

Milieux d'étude de libération des agents actifs
Principe actif
pH=172 pH =77 (EtOH/H,0)(30/70)
AM 3873,7 2788,4 /
AMO 1254,54 3895,54 /
PR 12299 19263 /
AN 15924 2327,1 /
CN / / 1934,3

Tableau 15 : Valeurs emax des principes actifs dans le milieu et la température d'étude.
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On donne ci-dessous les droites d’étalonnage d'amoxicilline dans les pH=1,2 et

pH=7,7 a T=37°C, les autres courbes sont classées en annexe.

(D'O)ITIBX
0,2 -
0,18 (D.O)pmax= 1254.54C + 0,0029 *
0,16 R2=0,9951
0,14 -
0,12
0,1
0,08
0,06
0,04
0,02 o
C(M/L)
0 T T T T T 1
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012
Figure 56 : Courbe d’étalonnage d'amoxicilline a pH=1,2 et T =37°C.
(D.O)max
y = 3895,54x+ 0,0202
1 - R2=0,9956
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0 T T T T T 1 C (M/L)
0 0,00002  0,00004 0,00006 0,00008  0,0001  0,00012 |

Figure 57 : Courbe d’étalonnage d'amoxicilline a pH=7,7 et T = 37°C.
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I1. VI. Tests biologiques :

I1. VI.1. Introduction :

Les antibiotiques sont des médicaments qui permettent de traiter les infections
causées par les quelques cent espéces bactériennes causant les maladies. Ce type de
médicament empéche la multiplication des bactéries (bactériostatique) ou entrainer leur
destruction (bactéricide) par une action au niveau d’une ou plusieurs étapes métaboliques

indispensables a la vie de la bactérie (203).

Ce mécanisme d'action est général pour toutes les molécules de la famille
des B-Lactamines. Les antibiotiques sont des inhibiteurs de la synthese de la paroi bactérienne
(synthése de peptidoglycane) par une inactivation des principles enzymes impliquées dans

cette construction et regroupées sous le terme de PLP (Protéines Liant les Pénicillines) :

* Transpeptidases
* Endo-peptidases
* Carboxypeptidases.

L'affinité est variable en fonction de la molécule et des PLP cibles ce qui explique
les differences de Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) des différentes B-lactamines

pour une méme bactérie.

Les P-Lactamines sont actives sur des bactéries en phase de croissance
bactérienne car les protéines cibles sont impliquées dans le renouvellement constant de la
paroi bactérienne. C'est ainsi que des bacteries placées dans un environnement qui favorise
une quiescence ne permet pas une activité optimale de cette classe d'antibiotique (température
basse, sporulation, manque d'oxygene pour des bactéries aérobies préférentielles...) (203).

La conséquence pour les germes aprées inhibition de certaines de leur PLP, est
I'obtention de formes bactériennes dysmorphiques (filamenteuses, circulaires, coccoides...),

formes qui traduisent l'altération des processus de croissance et de division bactérienne. |

Il'y a en effet blocage de la synthése du peptidoglycane, polymere majeur de  la
paroi des bactéries. Cette derniére confére a la bactérie, sa forme et sa rigidité ce qui lui

permet de résister en temps normal a la forte pression osmotique intra-cytoplasmique(204).
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La liaison des p-Lactamines aux PLP cause l'arrét de la croissance bactérienne
(bacteristatisme) et ne suffit pas a engendrer la mort cellulaire. La bactéricidie des
B-Lactamines résulte de l'activation d'enzymes lytiques bactériennes (autolysines) suite a
l'altération du peptidoglycane. Pour gu'il y ait mort cellulaire, il faut la coopération active de
la bactérie qui utilise sa propre machinerie enzymatique suicide : les peptidoglycanes-
hydrolases dites "autolysines".

L’inhibition des PLP conduit a la rupture de 1'équilibre dynamique entre la
construction du peptidoglycane et son réarrangement par les autolysines. L’équilibre va se

faire en faveur des autolysines qui détruisent la bactérie.

Les B-Lactamines sont des antibiotiques bactéricides temps-dépendants car leur
activité disparait au fur a mesure que leur concentration décroit au niveau de leur cible. Pour
obtenir une efficacité maximale, il faut que la concertation au site de [l'infection soit
maintenue le plus longtemps possible au-dessus de la CMI de la bactérie cible. Pour cela, il y
a trois possibilités (205) :

e Choisir les molécules aux ty, les plus longues.
e Fractionner la dose journaliere et multiplier le nombre de prise.

e Pour les formes injectables, administrer en continue par seringue électrique.

Les B-Lactamines doivent pénétrer dans la paroi de la bactérie pour agir. Cette
pénétration est facile chez les bactéries & Gram+ dont le peptidoglycane est relativement
perméable aux B-Lactamines par contre chez les bactéries a Gram-, les Porines sont le moyen
de passage préférentiel des p-Lactamines hydrophiles de taille modérée ou faible. Un passage

marginal par voie lipophile est possible.

Le parametre le plus souvent utilis€é pour évaluer ’effet d’un antibiotique est la
CMLI. Elle correspond & la concentration minimale d’antibiotique qui inhibe la croissance
visible du germe en 24H.

La CMI explore donc I’effet bactériostatique seulement, ce qui n’est pas limitatif
sachant qu’en bactériologie clinique, le but le plus souvent recherché est I’inhibition de la
prolifération bactérienne, dans la mesure ou I’organisme est capable de se défendre contre les

bactéries (notons que son emploi n’est pas justifié chez un malade immunodéprimé).

123



Partie expérimentale

On note de bonnes corrélations biologico-cliniques de I'emploi de la CMI, qui,
apres plusieurs dizaines d'années d'expérience s’avere étre un bon prédicateur de l'efficacité
de la thérapeutique antibiotique. Quand elle excéde une certaine valeur I'échec thérapeutique
est habituel : quand elle est inférieure a une autre valeur le succes est pratiquement assure.

Entre les deux valeurs précédentes, la prédiction est impossible (205).

8 Lactamines ' scides nucieiques 5 2

el | t2micine
synthése des
glycopeptides

polymyxines

aftaque de la
membrane

cytoplasmique /

triméthoprime

sulfamides [ s i

attaque de la
synthése proleique

aflaque du li
métabolisme de |  aclde para-amino-benzoique macrolides
I'acide folique chloramphénicol

Figure 58 : Résumé des différents modes d’action.

Dans I'étude biologique, on va déterminer dans la premiere partie les CMI des
antibiotiques (ampicilline et amoxicilline) pour quatre bactéries (Klebsiella (K),
Staphylococcus (S), Escherichia coli (E.C) et Pseudomonas (P)) dans deux milieux différents:
Muller-Hinton (MH) et Luria Bertani (LB).

Dans la deuxieme étape, on va faire une étude comparative entre deux milieux
ensemencés avec la bactérie Pseudomonas, d'ou on ajoute dans l'un de ces milieux des

microspheres au temps de croissance de la bactérie.
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I1. VI1.2. Préparation des milieux de culture :

Un milieu de culture est une préparation au sein de laquelle des micro-organismes
peuvent se multiplier. 1l doit donc satisfaire aux exigences nutritives du micro-organisme

étudié ce qui implique :

e Couvrir les besoins en ion minéraux, en facteurs de croissance, apporter la
source de carbone et dénergie.

e Présenter un pH voisin du pH optimal

e Présenter une force ionique optimale(le milieu peut étre isotonique mais cela

n'est pas obligatoire).

Dans notre étude, deux milieux de culture ont été choisis (205) :

e Muller-Hinton (MH) : c'est un milieu liquide standard pour les tests
sensibilises aux antibiotiques ; il est préparé avec les composants suivants : Extrait de

beeuf 2 g, hydrolyse acide de caséine 17.5 g, amidon 1.5 g pour un volume de 1 L.

e Luria Bertani (LB) : c'est un milieu de culture nutritif liquide permet la
multiplication des bactéries transformeées lors du clonage moléculaire in vitro. Il est
composé de bacto-tryptone 10g, bacto-yeast extract 10g, NaCl 5g et on compléte jusqu'a
1L.

Les milieux d'étude préparés ont été stérilisés a l'autoclave pendant 20min

1. VI1.3. Préparation des souches bactériennes :

Des pré-cultures des souches bactériennes pures référencées (Klebsiella (K),
Staphylococcus (S), Escherichia coli (E.C) et Pseudomonas (P)) sont fournies par le
laboratoire de la Microbiologie Moléculaire, Protéomics et Santé de la Faculté des Sciences
Exactes de I'Université D. LIABES de Sidi Bel Abbes. Pour réaliser chacune des pré-cultures
fournies, une colonie a été prélevée, mise en suspension dans 10 mL de chaque milieu de

culture (MH et LB), les pré-cultures sont bien agitées et mis a 37°C pendant 24heures.
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Aprés 24h, on mesure les densités des milieux pré-culturés, et on prépare des

séries de 6 de tubes & essais de facon d'avoir des dépots d'environ 10° bactéries dans chaque

tube. Les calculs des quantités bactériennes sont faits en tenant compte de la relation suivante:

1,5 Mac Ferlan — DO =0,08 ~ 0,1 — quantité approximative = 106 UFC

Les inoculums des différentes souches a tester sont réalisés dans différents tubes a

essais @ 5 mL. L'inoculum standard est un dép6t de 10° bactéries (& partir d'une suspension
ajustée) pour toutes les souches. Les volumes prélevés des milieux pré-culturés dilués a 5mL

sont calculés par la loi de dilution.
Un exemple de calcul est donné :

0,1 — 10°
x — 10° x = (10°*0,1)/ 10°=0,01,

x : la densité optique équivalente & 10° bactéries

CiV1 =GV,
XVi= XV,
Sachant que :

Vi=5mL,
V, présente le volume prélevé du milieu ensemence dilué a 5mL
X : DO déterminée du milieu de culture.
Vo=xV1 /X — V,=001*5/X
X=12 — V,-0,01*5/1,2=0,0416.
Les valeurs V, sont classees dans le tableau 16 :

LB MH
DO V (mL) DO V (mL)
Klebsiella (K) 0,99 0,050 0,47 0,106
Staphylococcus (S) 0,90 0,055 0,48 0,111
Escherichia coli (E.C) 1,72 0,029 0,50 0,100
Pseudomonas (P) 1,12 0,042 1,08 0,046

Tableau 16 : Valeurs de DO et de V, prélevé du milieu ensemencé.
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I1. V1.4. Calcul des Concentrations Micellaires Inhibitrices (CMI) :

La méthode de dilution en milieu liquide consiste a incorporer l'antibiotique
encapsulé a des concentrations bien déterminées dans les tubes riches en bactéries. Pour
vérifier I'efficacité des principes actifs utilisés (ampicilline et amoxicilline) apres

encapsulation :

e On a réalisé l'extraction de ces antibiotiques a partir d'lg de microspheres dans
100 mL de pH=7,7. L'analyse de ces quantités a été faite par UV-visible a Amax de
chaque principe actif.

e On prépare par la suite cing solutions diluées a partir de la solution extraite.

e On introduit 1 mL de chaque solution dans chaque série de tubes inoculums.

e Incubation pendant 24 heures a 37°C.

e On mesure les densités optiques de chaque tube.

Les concentrations en antibiotiques sont classées dans le tableau suivant :

Solution extraite et SE: SD:2 SD:3 SD:4 SD:5 SD:6
solutions diluées 1(mol/L) | (mol/L) | (mol/L) (mol/L) (mol/L) | (mol/L)
Ampicilline 6,6610° | 2.10° | 8.10° 6.10° 4.10% | 2.10°
Amoxicilline 6,6210° | 2.10° | 8.10° 6.10° 4.10% | 2.10°

SE: Solution Extraite, SD: Solution Diluée

Tableau 17 : Les solutions préparées des antibiotiques extraits des microsphéres.

La lecture est alors effectuée a Amax = 600 nm : il s'agit de repérer I'emplacement
de chaque souche et de noter une croissance visible ou une absence de croissance visible.
CMI (concentration minimale inhibitrice) = concentration minimale en antibiotique inhibant

la croissance macroscopique visible d'une souche donnée dans le standard de mesure.
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Numéro LB MH
de tube AM AMO AM AMO
K 1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
6 0 0,07 0 0
S 1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0,36 0 0,92 0
4 0,55 0,45 0,92 0,27
5 0,56 0,54 0,92 0,48
6 0,75 0,64 0,92 0,69
E.C 1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0,12 0 0 0
5 0,28 0,19 0,07 0
6 0,41 0,37 0,37 0,28
P 1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0,18 0,28 0,06 0
4 0,47 0,37 0,31 0,19
5 0,70 0,65 0,41 0,34
6 0,81 0,74 0,47 0,45

Tableau 18 : Les densités optiques mesurées apres incubation.

I1. VI.5. Etude de I'effet des microsphéres sur la croissance des bactéries :

Dans cette deuxieme partie, on étudie l'effet des microspheres contenant

I'antibiotique sur la croissance des bactéries. Pour cela, on suit I'évolution de 10° bactéries
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d'Echerichia coli dans 50mL de milieu de culture (MH) pendant 24h, On incube l'erlen a une
température de 37°C. Chaque 1h, on réalise un prélevement de 1mL, sur lequel on mesure la
densité optique a 600 nm. La cinétique de croissance de cette bactérie est représentée sur la

courbe de la Figure 59 :

Nombre de
bactéries

6.
25.10

20.10% -
1510 - -

10.10° / +

6
5.10 -

Temps (heure)

o

a 5 10 15 20 25 30

Figure 59 : Courbe de croissance bactérienne d'Echerichia coli dans MH a 37°C pendant 24h.

La croissance d'une bactérie s'étudie en milieu liquide, contient six phases dont

I'ensemble constitue la courbe de croissance (206) :

Phase de latence : le taux de croissance nul (u=0), la duré de cette phase dépend de
I'dge des bactéries et de la composition du milieu. C'est le temps nécessaire a la bactérie pour

synthétiser les enzymes adaptés au nouveau substrat.
Phase de d'accélération ; il se produit une augmentation de la vitesse de croissance.

Croissance exponentielle : le taux de croissance atteint un maximum (pu=max). Cette
phase dure tant que la vitesse de croissance est constante. Le temps de doublement des
bactéries est le plus court. La masse cellulaire est représentée par des cellules viables

(mortalité nulle).

Phase de ralentissement : la vitesse de croissance régresse. Il y a un épuisement du

milieu de culture et une accumulation des déchets. 1l existe un début d'autolyse des bacteéries.
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Phase maximale stationnaire : le taux de croissance devient nul (u= 0). Les bactéries

qui se multiplient compensent celles qui meurent.

Phase de déclin : Le taux de croissance est négatif (u<0).Toutes les ressources
nutritives sont épuisées. Il y a accumulation de métabolites toxiques. Il se produit une
diminution d'organismes viables et une lyse cellulaire sous Il'action des enzymes
protéolytiques endogenes. Cependant, il persiste une croissance par libération de substances

libérées lors de la lyse (croissance cryptique).

Dans notre étude, on n'observe que quatre phase : phase de latence (0-2h), phase
d'accélération (3-12h), phase maximale stationnaire (12-18h) et la phase de déclin (18-24h).
On remarque lI'absence des phases exponentielle et de ralentissement, ce qui implique que l'on

a raté ces phases pendant la nuit ot il n'y pas eu de prélévements.

L'étude de l'effet des microsphéres sur la croissance des bactéries se fait par
I'introduction de 1g de microparticules au début de la phase maximale stationnaire (apres
11h). Il a été préparé deux erlens selon les conditions précédentes, ot étaient introduits dans
le premier 1g de microspheres TAO03 (contient I'ampicilline) et dans le deuxieme 1g de

microspheres TAV1 (contient I'amoxicilline).
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I1.VII. Caractérisation des microparticules :

Les avancées dans le domaine de la microencapsulation sont tres prometteuses
mais la caractérisation des microparticules et la stabilité des principes actifs encapsulés ont
besoin d’étre améliorées et spécifiés pour chaque application. Nous nous sommes plus
particulicrement intéressés a [’optimisation des caractéristiques microparticulaires
appliquées en pharmacie, pour cela, on se base sur I'lR, la Microscope Optique, la MEB, et
la DSC, suivies de la libération des agents actifs et des tests biologiques sur la stabilité des
principes actifs utilises.

11.VI.1. Caractérisation des microcapsules préparées par le ''procédé par

coacervation complexe' :

Dans cette partie, nous décrivons les principaux parametres physico-chimiques
influencant la formation des microparticules préparées a base de macromoléculaires
biopolymeériques, pour arriver aux meilleures conditions opératoires optimales pour la
formulation des microgouttelettes totalement enrobées par la membrane gélatine-gomme
arabique, Nous avons réalisé plusieurs expérience pour étudier l'influence de certains
parametres sur les propriétés des microparticules obtenues (morphologie, taille, dispersité et

taux de libération).

La coacervation complexe n’est pas le cas le plus fréqguemment rencontré dans
les mélanges protéine-polysaccharide car elle requiert des conditions strictes de
compatibilité entre les macromolécules, permettant alors la formation de complexes
macromoléculaires. Ceux-ci interagissent ensuite pour former des gouttelettes concentrées
appelées coacervats. Les interactions protéine-polysaccharide rencontrées dans la
coacervation complexe sont majoritairement de nature électrostatique si bien que de
nombreux parametres physico- chimiques (pH, force ionique, densité de charge de
biopolyméres, ratio de mélange protéine- polysaccharide, concentration totale en
biopolymeéres) et physiques (pression, tempeérature, agitation) influencent la formation des

complexes macromoléculaires et des coacervats.

La coacervation complexe, la compréhension des mécanismes de formation des
coacervats dans différentes conditions de milieu est essentielle si ’on veut prévoir et
améliorer les propriétés des coacervats. La coacervation complexe est a I’heure actuelle
décrite comme un mécanisme de séparation de phase liquide-liquide résultant de la
formation de complexes électrostatiques intramoléculaires entre des macromolécules.
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L’agrégation de ces complexes, initialement solubles, conduit a la formation de complexes
intermoléculaires insolubles, qui apres floculation et coalescence forment des gouttelettes
liquides appelées coacervats. En effet, il faut alors tenir compte de Deffet de la
polydispersité des biopolymeres, de leur concentration totale dans le milieu et de 1’effet

combiné de ces deux variables sur la formation et la stabilité des coacervats.

11.VI.1. a. Le taux d'encapsulation :

Le taux d'encapsulation (Le rendement Rdt%) est représenté par la quantité de
principe actif contenu dans les microcapsules préparées. La masse désirée a été déterminé
par les techniques d'extraction dans des solvants adéquats. Les extractions ont été répétées
trois fois du au polydispersité des microcapsules. L'analyse de ces quantités a été réalisée
par spectrophotométrie UV-Vis a Anax de chaque principe actif correspondant.

Les résultats trouvés sont classés dans le tableau suivant :

Nom d'échantillon Le rendement % (Rdt)
AGGO01 92 +0,85
AGG02 93+1,25
AGGO03 92+1,12
AGG04 92 +0,97
AGGO05 93+0,25
AGGO06 90+1,45
AGGO7 89+0,43
AGGO08 88 + 0,95
AGGO09 96 + 1,03

Tableau 19 : Rendements des formulations des microcapsules.

11.VI1.1. b. Morphologie des microparticules : Nous décrivons dans le tableau 20

suivant la morphologie des microcapsules (forme des microcapsules, forme de la membrane
et pourcentage dagrégats et de coacervats) obtenus par le procédé de la coacervation

complexe, Ces remarques ont été faites lors des observations par microscopie optique :
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Nom Morphologie

AGGO01 Microcapsules sphériques, individuelles avec une belle membrane
Pourcentage d'agrégats : 01%

AGGO02 Microcapsules sphériques, individuelles avec une membrane bien visible
Pourcentage d'agrégats : 0%

AGGO03 Microcapsules agrégées
Pourcentage d'agrégats : 35%

AGG04 Microcapsules agrégées
Pourcentage d'agrégats : 05%

AGGO05 Microcapsules sphériques, individuelles avec une membrane mince.
Pourcentage d'agregats : 0%

AGGO06 Belles microcapsules sphériques avec une membrane épaisse.
Pourcentage d'agregats : 0%

AGGO07 Microcapsules sphériques, individuelles avec une membrane visible. les
toutes petites microcapsules sont agrégées.
Pourcentage d'agregats : 0%

AGGO08 | Tres petites microcapsules sont agrégées.
Pourcentage d'agrégats : 60%

AGG09 Les microcapsules sont tres petites et individuelles avec une membrane

mince.

Pourcentage d'agrégats : 01%

Tableau 20 : Morphologie des microcapsules.

De ces différents résultats, on remarque :

¢ Si la vitesse d'abaissement de la température diminue, on obtient des microcapsules
avec une membrane bien visible (AGGO02 ; AT/At=1,2°C/min).

eSi AT/At est trop faible (autour de 0,18°C/min), les microcapsules s'agrégent

(AGGO3).

¢ Si AT/At est trop faible méme si on augmente la vitesse dans 1'étape de gélification

les microcapsules s'agregent(AGG04).

ePour un AT/At trop faible, en augmentant la vitesse d'agitation dans I'étape de

gélification et en présence de PEG a 10%, les microcapsules s'individualisent et ont

une membrane mince (AGGO05).
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¢ Si AT/At est faible avec ajout du réticulant aprés gélification et si on augmente la
vitesse dans cette étape, on obtient des particules individuelles avec une membrane
épaisse et tres peu de coacervats (AGGO06).

e Pour un AT/At faible, un durée de coacervation de 10 min, un ajout de réticulant
apres gélification et une augmentation de vitesse d'agitation dans I'étape de
gélification, on obtient des microcapsules individuelles mais les plus petites
s'agregent et il y a beaucoup de coacervats (AGGO07).

ePour un volume total d'émulsion petit, un AT/At faible et une vitesse d'agitation
élevée dans I'étape de gélification, on obtient des petites microcapsules agrégees
(AGGO08), en présence de Tween 20 a 0,25% les microcapsules sont individuelles
(AGGO09).

11.VV1.1. c. Distribution en taille :

A la fin de chaque formulation, il est établi la distribution en taille de chaque
échantillon, les graphes sont donnés en annexe et les résultats reportés dans le tableau 21

donnent les différents diamétres moyens des échantillons prépareés.

Nom dippm dz; pm daz pm Dispersion
AGGO01 118,78 136,68 154,98 1,30
AGG02 120,68 168,56 188,37 1,56
AGGO03 121,17 151,40 172,06 1,41
AGG04 119,53 128,07 136,83 1,14
AGGO05 115,28 194,24 223,54 1,93
AGGO06 149,50 186,53 213,74 1,42
AGGO7 154,92 196,60 227,86 1,47
AGGO08 177,28 199,09 212,69 1,20
AGG09 98,30 123,58 164,58 1,68

Tableau 21 : Distribution en taille des échantillons prépareés.

134



YT

CHAPITRE II

Partie expérimentale

11.VV1.1. d. Caractérisation des microcapsules par spectroscopie Infrarouge :

Les spectres IR de la gélatine, de la gomme arabique, du cinnamldehyde et des

microcapsules préparées ont été enregistrés sur l'appareil FTIR Schimadzu deUniversité

d'Oran), la comparaison nous a permis d'en déduire la présence de l'agent encapsulé dans les

microcapsules. Les spectres sont donnés sur les figures (60 a 63). Les spectres IR des autres

échantillons sont classés dans 1’annexe.
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Figure 63 : Spectre IR des microcapsules (AGGO01).

Sur le spectre des microcapsules AGGO1, on retrouve les bandes caractéristiques

de la gélatine et celles de la gomme arabique :

- Pour la gélatine on trouve, la bande OH=3300 cm™ et la bande C=0 =1625 cm™.
- Pour la gomme arabique, la bande OH =3300 cm™ et la bande C-OH =972 cm™.
Et, On détermine aussi les bandes caractéristiques du CN : La bande C=0

aldéhyde & 1671 cm™ et la bande C-H aldéhyde & 2748 cm™. 1121 cm™.

11.VI1.1. e. Observation au microscope optique :

La forme et la taille des microcapsules ont été déterminées par microscope
optique (OPTIKA 4083. B1). L'analyse au microscope optique montre la forme sphérique des
microcapsules, et la variété de leurs tailles. La figure suivante représente l'observation par

microscope optique des échantillons AGGO1 et AGGO02, les autres formulations sont reportées

dans l'annexe.
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Figure 64 : Observation des microcapsules par microscope optique (AGGO01 a gauche et
AGGO02 a droite).

11.VI1.1. f. Observation en microscope électronique a balayage (MEB) :

La morphologie des microcapsules a été caractérisée par Microscopie
Electronique & Balayage (MEB) Quanta 200 (FEI, France) du Centre d'Imagerie de
I'Université de Bordeaux -1. Un échantillon a été lyophilisé (AGG02) au niveau du laboratoire
de biologie de I’Université de Sidi Bel Abbes dans le but de le caractérisé par MEB.

HV mag O WD | det — A 11111
570kV. 60x |7.3mm | LFD AGGO02 Cinnamaldehy

Figure 65 : Observation des microcapsules (AGG02) par MEB.
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L'observation par microscopie électronique a balayage des microcapsules
lyophilisées montre que ces derniéres ont une forme ovoide, et la matrice "gomme arabique-
gélatine" entoure bien I'agent encapsulé "le cinnamaldehyde”. La membrane parait ridée et ne

contient pas de pores.

11.VI1.1. g. Interprétation des résultats :

Dans le but de préparer des systémes réservoirs chargés de cinnamaldéhyde, on a
effectué la formulation par coacervation complexe dans la gélatine et la gomme arabique. Le
pourcentage en polymere permettant I'enrobage complet de cinnamaldehyde est de 1%. Ce
pourcentage a été choisi selon le travail de Xiao J-X et al (128) qui ont fait une étude sur
I'effet du pourcentage en polymere sur le taux d'encapsulation. Ils ont montré le pourcentage
de 1%, permet lI'encapsulation totale de I'agent actif.

Les microcapsules obtenues au cours ce travail sont fragiles. Il est difficile d'autre
part de les isoler a I'état solide. Par ailleurs, nous avons étudié les parameétres suivants tels que
la vitesse d'agitation, la vitesse d'abaissement de température, I'ajout d'un réticulant, I'ajout
d'un polymeére. Les résultats de l'influence de ces paramétres sur la synthese des

microcapsules sont décrits ci dessous :
Influence de la vitesse de refroidissement

D'une fagon genérale, nous remarquons que ce parametre n'a pas d'influence
notable sur la taille des microparticules ni sur la teneur en cinnamaldehyde. Les
microcapsules gardent la méme taille moyenne en variant la vitesse de refroidissement. Nous
pouvons suggérer que le dépdt des matrices sur les microgouttelettes de cinnamaldehyde est

limité par la formation compléte de I'enveloppe.
Influence de la vitesse d'agitation

Cette methode d'encapsulation est basée sur deux étapes qui sont la formation des
microgouttelettes dans la solution polymérique et la formation des coacervats de polymeéres
dans le milieu. Dans l'étape de I'émulsion, nous avons maintenu la vitesse d'agitation
constante "500rpm™ pour tous les échantillons, et dans la deuxiéme étape, nous avons fait

varier la vitesse de 250 rpm a 500 rpm.

Dans les deux étapes, la vitesse d'agitation est le facteur principal de la dispersion.

La variation de ce paramétre influe sur la taille des microgouttelettes et les microcapsules
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formées. Nous avons gardé la vitesse d'agitation dans la premiere étape constante pour touts
les échantillons car elle influe sur la taille des microgouttelettes et sur la taille des
microcapsules (207). Pour cela, nous avons choisi de changer la vitesse de rotation dans la
deuxiéme étape. En diminuant la vitesse d'agitation, nous n'observons pas de différence de
taille entre les microgouttelettes dans I'étape d'émulsion et celles microcapsules obtenues.

Nous obtenons la méme chose si la vitesse est maintenue constante dans les deux étapes.

Ces résultats peuvent s'expliquer par I'étalement total des polymeéres sur les
microgouttelettes de cinnamaldehyde. Dés que la surface est totalement recouverte, les
microcapsules ne peuvent pas étre cisaillées, empéchant ainsi la variation de la taille des

microparticules.
Influence du pH de réticulation

La reticulation de la gélatine est réalisee par la réaction des fonctions amines sur

les fonctions aldéhydes avec formation des fonctions imines.
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Figure 66 : Schéma de réticulation de la gélatine.
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Le réticulant utilisé (glutaraldéhyde) est un dialdéhyde ; la réticulation permet de

former des ponts "imine" entre les macromolécules de gélatine.

En milieu faiblement acide, les groupements aminés de la gélatine se trouvent dans
leur forme basique libre et la réaction de réticulation est plus favorable contrairement au en

milieu basique ou I'amine se trouve protonée.

En effectuant la réticulation dans le milieu acide, les microcapsules ont perdu la
forme sphérique qu'elles possedent en milieu basique, elles sont devenues de forme ovoide
avec une membrane flétrie et ridée. La taille moyenne de ces microcapsules reste du méme
ordre. 1l est a noter que la réticulation dans le milieu acide permet de bien conserver les

microcapsules, qui ne s'agrégent pas contrairement a celles conservées aux pH neutres.
Influence de la concentration du polymere :

En variant la concentration du polymeére, nous avons pas remarqué de différences
de tailles ou de taux de microencapsulation. Les résultats ont montré que la taille augmente du a la

présence d'un exces en coacervats.
Influence de I'ajout du tensioactif :

L'ajout du tensioactif Tween20 permet d'analyser son influence sur la taille et la
distribution des microcapsules. La quantité ajoutée de tensioactif dans la formulation AGG09
suffit pour améliorer la stabilité de I'émulsion. L'observation au microscope optique indique
que la forme des microcapsules est peu plus réguliéere, plus sphérique que sans tensioactif. La

présence de Tween20 favorise la formation des petites microcapsules sphériques uniformes.
Influence de I'ajout du polymere polyéthyléne glycol (PEG) :

L'ajout d'une quantité de PEG introduit dans la phase aqueuse a un effet sur le

diamétre supérieur des microcapsules. Il apparait trés large par rapport a la formulation sans PEG.
Influence du temps d*émulsion :

La formulation AGG06 a été effectuée pour étudier l'influence du temps en
I'émulsion sur la taille des microcapsules. 1l faut noter en premier lieu que si le temps de mise
en émulsion est inférieur @ 5 mn, nous n'obtenons pas des microcapsules et ce, quelle que soit
la vitesse d'agitation (126). Le diamétre des microcapsules évolue beaucoup lorsque le temps

d'émulsion passe de 30 a 10 mn; la distribution du diametre devient pratiquement
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monomodale et les analyses montrent que le diametre augmente en plus et que la distribution

devient plus étroite.

Suite a plusieurs synthéses, nous avons pu déterminer les conditions opératoires
optimales souhaitées. La présence dans la phase aqueuse de 1% gomme arabique et 1% de
Gélatine, en présence de Tween20 a 0,25 % comme tensioactif assure la stabilité de
I'émulsion. L'utilisation de la turbine d'agitation avec une vitesse de rotation de 250rpm
appliqué pendant 30 min permettent d'obtenir une proportion largement majoritaire de

microcapsules avec des diamétres moyens supérieurs a 90 pm.

11.VV1.2. Caractérisation des microsphéres préparées par le procédé par évaporation

de solvant :

Cette technique consiste a préparer une émulsion (simple ou double) puis a
éliminer le solvant organique par évaporation. Lors de cette élimination, le polymere
précipite, ce qui conduit a la formation d'une microparticule. Dans un premier temps, le
polymeére choisi pour constituer les particules est dissous dans un solvant organique
non miscible a 1’eau. Il faut donc choisir le solvant organique en fonction de sa miscibilité
avec I’eau et de sa volatilité (208). Ce mélange est ensuite émulsifié dans une phase
aqueuse contenant un tensioactif pour former une émulsion H/E stable. Le solvant
organique est alors évaporé par élévation de la température ou sous pression réduite, ou
simplement par agitation a température réduite. Cette méthode permet 1’encapsulation des
principes actifs hydrophobes par simple ajout du composé dans la solution de polymere.
Apreés évaporation du solvant organique, le medicament encapsulé se trouve au sein de la

matrice polymere (209).

Dans le cas d’un principe actif hydrophile, celui-ci doit au préalable étre
dispersé sous forme de solution aqueuse dans la phase organique contenant le polymere.
Cette émulsion est -elle-méme dispersée dans une phase aqueuse externe pour constituer

une émulsion double E/H/E.

Aprés évaporation du solvant organique, il se forme des microsphéres
contenant le principe actif hydrosoluble. Enfin, les microparticules préparées doivent étre

purifiées pour éliminer le solvant résiduel (208).
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11.VI1.2. a. Le taux d'encapsulation et la distribution en taille :

Le taux d'encapsulation et le rendement Rdt% sont représentés par les équations
données apres la partie expérimentale. La masse désirée a été déterminée par la technique
d'extraction dans des solvants adéquats. Les extractions ont été répétées trois fois cause de la
polydispersité des microspheres. Lanalyse de ces quantités a été réalisée par

spectrophotométrie UV-Vis a Amax de chaque principe actif.

Pour chaque formulation, nous avons déterminé la distribution de taille, cette
étude a été répétée trois fois pour chaque échantillon. Leurs graphes sont donnés en annexe et
le taux d'encapsulation, les rendements et les différents diametres moyens des échantillons

prépares sont reportés dans le tableau 22 :
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Code Teneur% Rdt% dio um dsz pm dgz pm Dispersion
TA01 | 23,30+0,11 | 70,60+0,44 | 326,70 369,00 377,51 1,15
TAO02 23,39+0,19 | 70,87 +£0,65 | 245,81 338,17 357,16 1,45
TAO3 23,31+0,45 | 68,78+0,19 184,62 301,19 326,48 1,76
TA04 | 20,25+0,38 | 70,63+0,12 | 234,92 327,50 350,32 1,49
TAOQ5 19,29+0,12 | 58,45+0,32 | 260,87 337,55 352,07 1,34
TA06 | 23,33+0,16 | 70,69+0,46 | 336,29 425,27 444,98 1,32
TAT1 | 1495+0,25 | 4530+0,23 | 305,01 382,88 406,99 1,33
TAT2 2297 +£0,55 | 69,60+0,18 | 296,43 384,75 407,54 1,37
TAT3 25,37+0,21 | 76,87 +£0,17 | 304,11 368,59 390,50 1,28
TAT4 23,48 +0,57 | 71,15+0,27 | 330,23 404,91 432,12 1,30
TATS 1958+ 0,64 | 59,33+0,51 | 315,71 382,94 461,60 1,46
TAT6 1491+0,32 | 45,18+0,41 | 252,31 342,25 361,96 1,43
TAS 22,30+0,21 | 67,57 +0,32 | 354,57 412,87 424,73 1,19
TAG 24,39+0,08 | 73,90+0,17 38,6 46,8 48,8 1,30
TAV1 | 23,50+0,03 | 71,21+0,08 | 245,86 368,74 | 401,80 1,63
TAV2 19,93+0,25 | 60,39 +0,45 | 355,25 458,52 478,31 1,34
TAV3 16,14+ 0,52 | 48,90+0,68 | 317,17 394,44 413,82 1,30
TAP 21,63+£0,25 | 65,54 +0,25 2122 303,2 330,8 1,60
TAS8 25,33+0,17 | 76,75+0,43 | 279,66 376,66 408,66 1,64
TA9 26,40+0,32 | 80,00+0,09 | 237,6 342,67 377,52 1,55
TAM 24,40+£0,56 | 73,93+0,25 | 230,02 304,27 331,02 1,43
TATP 2431+0,05 | 73,66 £0,07 | 435,48 495,50 511,23 1,17

Tableau 22 : Teneur%, Rdt% et diamétres moyens des microspheéres.

1.V1.2. b. Caractérisation des microsphéres par IR : Nous donnons ensuite quelques

spectres de principe actif pur, de polymere matrice et des microsphéres correspondantes. Ces
spectres sont présentés dans les figures (67-69), les autres sont spectres sont classés en

annexe :
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Figure 67 : Superposition des spectres IR de I'ampicilline pure, de I'ethylcellulose pure et des
microsphéres (TAOL).
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Figure 68 : Superposition des spectres IR de Il'amoxicilline pure, de PCL pure et des
microspheres (TAP).
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Figure 69 : Spectre IR des microspheres (TAV1).

Le spectre FTIR des microsphéres (TAO01) a été comparé avec les spectres FTIR

d'ethylcellulose et d'ampicilline pure. Nous identifions la présence des bandes FTIR

significatives d'ampicilline dans le spectre des microsphéres a la méme longueur d'onde

(Figure 67) :

La bande aromatique N—C apparait a 1375 cm -,
La liaison aromatique C—C apparait a 1610 cm -,
Les vibrations C=0 et O—H d'acide carboxylique apparaissent a 1775 cm~

3208 cm 1,

1

1

! et

La déformation S-C apparait & 2090cm * et les fonctions amines apparaissent &

3450-3500 cm 2.

Le spectre FTIR des microspheres (TAO1) apparait comme la sommation des

spectres RTIR d'ampicilline pure et dethylcellulose, alors lI'analyse en FTIR confirme la

présence d'ampicilline dans les microspheéres.

Ces remarque sont aussi tirées lors l'analyse des spectres FTIR d'amoxicilline, de

PCL et les microsphéres correspondantes (TAP), on identifie les bandes FTIR d’AMO dans le

spectre FTIR des microspheéres a la méme longueur d'onde (Figure 68) :

146



CHAPITRE II Partie expérimentale

La bande N-C aromatique apparait & 1370 cm ™,

Les vibrations C=0 et O—H d'acide carboxylique apparaissent & 1730 cm * et
2950 cm %,
Les liaisons S-C, la fonction amine et la fonction alcool apparaissent

respectivement & 2090cm %, 3500cm " et 3400 cm ™.

Nous identifions aussi les bandes caractéristiques du PCL : la fonction ester
apparait 41725 cm ™, la fonction O-H de I'acide carboxylique apparait & 2940 cm et la bande
fine de la chaine externe est observée a 1470 cm ™.

De méme sur le spectre FTIR des microsphéres (TAV1) (Figure 69), on retrouve
les bandes caractéristiques d'amoxicilline, ce qui confirme la dispersion de principe actif dans

la matrice polymérique lors de la préparation des microspheres par évaporation de solvant.

IL.VI.1. c. Morphologie des microparticules : Nous décrirons ensuite pour chaque

série de microspheres préparées par le procédé de I'évaporation de solvant les différences de
taille et de morphologie de la surface. Les remarques ont été tirées lors des observations en

microscopies optique (MO) et électronique a balayage (MEB).

i - . »

. i, SN i .,-*?"L Ml 38
Figure 70 : Observation par microscope optique des microspheres " TAO1 a gauche et
TAV1 a droite"

L'analyse par microscopie optique nous montre que les microsphéres préparées
ont une forme bien sphérique, elle nous donne l'information sur la variété des tailles des

particules, et I'absence de formation des agrégats (figure 70).
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11.VV1.2.d. Caractérisation des microsphéres préparées par MEB :

e Etude d'influence des parameétres de formulation :

e Nature du polymére matriciel ethylcellulose "EC™ ou poly-e-caprolatone
"PCL"

La microencapsulation de l'amoxicilline a été réalisée dans deux polymeres,
I'éthylcellulose (EC) et la poly e-caprolactone (PCL). Les microspheres préparées avec
I'éthylcellulose sont bien sphériques et contiennent de petits pores. Elles ont une surface lisse
au contraire des microspheres préparées avec le PCL qui sont de grande tailles et de surface
peu ridée et contient des pores larges. La teneur en amoxicilline (AMO) dans les
microspheres, déterminée par extraction est plus faible avec les microspheres au PCL. Ces
différences sont tirées des microspheéres des images MEB des Figures 71 et 72.

En se basant sur la viscosité de leurs phases organiques, la solution de PCL est
moins visqueuse et dans ce cas le principe actif est plus mobile ce qui facilitera son

entrainement vers la phase externe et donc la diminution de la quantité emprisonnée dans les

microspheres.

[=] B L — [ — " WD [mag O |mode| vacMode | det
X Lo LFD 7 570 kV 81 mm| 60x SE  Low vacuum |LFD 74
Figure 71 : Photos MEB de TAV1 (microsphéres préparées avec EC).

148



CHAPITRE II Partie expérimentale

mode mag WD HV i - mode mag WD HV e —A 1111}

SE 240 x 6.6 mm 7.90 KV SE ___60x 7.2 mm7.90 k\V. EC2

mode mag e = - 50 um
SE 2000 x 6.6 mm 7.90 kV. EC2

Figure 72 : Photos MEB de TAP (microspheres préparées avec PCL).

La vitesse d'agitation pendant I'émulsion :

Les vitesses choisies sont : 200, 400 et 800 rpm. La variation de la vitesse n'a pas
d'effet net sur I'efficacité de I'encapsulation (le taux et le rendement de I'encapsulation). Par
contre, l'augmentation de la vitesse d'agitation diminue les tailles des microsphéres en accord
avec les résultats relevés dans la littérature (210). Dans notre cas, les diamétres moyens
diminuent de 326 a 184 um lorsque la vitesse augmente de 200 a 600 rpm. Comme le montre
les Figures 73 & 75.
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Figure 73 : Photo MEB de TAO1 (200 rpm).

HV WD |mag @ mode — B HV WD |mag = mode
5.50 kV 7.7 mm_60x _ SE TA/AM 5.50 kV 7.7 mm| 500 x__SE

HV WD mag mode 3 mm
6.00kV9.0mm 50x SE

Figure 75 : Photo MEB de TA03 (600 rpm).
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e Nature de tensioactif :

Les différents tensioactifs utilisés sont : Tween20 (T20), Tween80 (T80), Gélatine
(GE) et dodécylsulfate de sodium SDS.

L'amoxicilline a été encapsulée par I'éthylcellulose utilisant deux tensioactifs : la
gélatine et le SDS. Les observations prises par MEB, nous montrent que les microspheres
préparées avec la gélatine sont de petites tailles treés ridées et celles qui sont préparées utilisant
le SDS sont plus grandes et ont une surface lisse avec de grands pores.

L'ampicilline (TA03 et TAO6) et la procaine (TAT2 et TAT4) ont été encapsulées
utilisant les deux tensioactifs T20 et le T80. Nous n'avons pas obtenue de différence de
morphologie ou d'efficacité d'encapsulation. Les microspheres sont sphériques avec des petits

pores. 1l nous reste a étudier les différences lors de la libération des principes actifs.

1

mode| vacMode | det | 1mm mag O mode
w vacuum |LFD 9 240x | SE | L

mag [0 mode ode | det 100 pm \ Wi mag O mode| vacMode | det
SE cuum |LFD 9 BS5.70kV 87 mm|4000x SE | Lowvacuum  LFD

Figure 76 : Photos MEB de TAG.
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mode mag WD HV 2 mm mode mag WD 2\" E—— 11111

SE  60x 7.2mm7.90 kV EC3 SE 140 x 6.5 mm 7.90 kV EC3

imode mag WD HV - 100 ym
SE 1100 x 6.4 mm 7.50 kV. EC3

Figure 77 : Photos MEB de TAS.
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e Laconcentration du tensioactif :

L'augmentation de la concentration en tensioactif fait diminuer le taux d'agent
actif encapsulé. Ceci est observé pour les différents agents actifs utilisés. En effet, le taux de
procaine diminue de 23,48% a 14,91% en augmentant le T80% de 1 a 4%, et le taux
d'ampicilline diminue aussi de 23,31% a 19,29% en augmentant le T20% de 0,5% a 2%.

L'augmentation de la concentration de I'émulsifiant induit la diminution de la
taille des microgouttelettes et par conséquent la surface totale de contact de la phase dispersée
avec la phase continue augmente. Dans ce cas, le passage du principe actif a travers cette
interface vers la phase aqueuse est plus important, ce qui fait diminuer le taux d'agent actif
restant dans les microspheres.

Puisque avec 1% de T80%, nous obtenons des microspheres bien sphériques et
individualisées, l'augmentation de ce tensioactif n'est pas nécessaire du moment que

défavorise le rendement de I'encapsulation.

HV WD |mag O|mode vacMode | det
570kV 84mm| 300x | SE | Lowvacuum

Figure 79 : Photo MEB de TA04. Figure 80 : Photo MEB de TAO05.
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HV det
570 kV | 7.7mm| 60x SE | Lowvacuum |[LFD

Figure 81 : Photo MEB de TATS. Figure 82 : Photo MEB de TATS.

e Le pourcentage initial en principe actif :

A fin d'obtenir un taux encore plus important en procaine encapsulé, nous avons
augmenté sa quantité initiale dans la phase organique. Les résultats apparaissent intéressants
puisque on attient un taux élevé allant jusqu'a 28%. L'observation par MEB montre la
présence des cristaux de procaine sur la surface des microsphéres (TAT2 et TAT3). L'étude

de la libération peut le confirmer si I'on obtient un taux de libération élevé a l'instant initial.
Selon Bodmeier et Chen (211), la présence de cristaux de principe actif sur la

surface des microsphéres montre que ce dernier précipite avant le polymére pendant I'étape
d'émulsion-évaporation de solvant.
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Pl R TR L)
Figure 86 : Photos MEB de TAT3 (PR : 0,8 g).

e Le solvant de la phase organique :

Deux solvants ont été utilisés pour la préparation de la phase organique, le
Dichlorométhane (DCM) et des mélanges de Dichlorométhane/ Acétone a (DCM / AC) :
(80/20) et (50/50). L'utilisation d'un co-solvant dans la phase organique a donné des résultats
favorables. On remarque que le principe actif encapsulé a augmenté dans le cas du mélange
DCM /AC. Le rendement a augmenté a 25,33% pour le mélange (DCM / AC : 50/50) et a
26,40% dans le cas du mélange (DCM / AC : 80/20).

L'acétone est totalement soluble dans I'eau contrairement au DCM (solubilité
égale a 13, 2 g/l a 20°C). Le transfert du mélange de solvants DCM/AC (50/50) est alors plus
rapide a l'interface microgouttelettes/phase aqueuse comparée au transfert du DCM/AC
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(80/20), et il est rapide aussi que dans le cas de DCM seul. Ceci permet une solidification plus
rapide des microspheres et la diminution de la diffusion du principe actif vers la phase
aqueuse (une perte de principe actif). Suite au travail de Kemala et al (133), on peut déduire
que le transfert du mélange (DCM/AC) de la phase dispersée vers la phase aqueuse est plus
rapide que son évaporation a travers l'interface phase aqueuse/air, ce qui entraine une

influence sur le taux de principe actif contenu dans les microsphéres (I'un des caractéristiques

des microspheres).

1 mm HV WD [mag O mode| vacMode det

mag o WD |det HV vacMode mode
570kV 7.8 mm| 500x  SE  Lowvacuum |LFD

60 x 8.5 mm LFD|5.70 kV Low vacuum SE 23

Figure 87 : Photos MEB de TAO08 (solvant utilisé : DCM/AC : 80/20).

Figure 88 : Photo MEB de TAQ9 (solvant utilisé : DCM/AC : 50/50).
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e Le ratio phase dispersée/ phase aqueuse :

Trois volumes de la phase aqueuse ont été choisis 50 mL, 100 mL et 150 mL.
L'utilisation d'un exces de I'eau a donné des résultats défavorables. Le rendement a diminué a
16,14% (150 mL de phase aqueuse) et a 19,93% (100 mL de phase agqueuse).

Le transfert du solvant est plus rapide a l'interface microgouttelettes/phase
aqueuse si le volume de la phase aqueuse est faible (50 mL) comparée au transfert du solvant
dans le cas de 100 mL et 150 mL d'eau. Ceci permet une solidification plus rapide des
microspheres et la diminution de la diffusion du principe actif vers la phase aqueuse.

On peut déduire que le transfert du solvant de la phase dispersée vers la phase
aqueuse est plus rapide dans des volumes faibles de la phase aqueuse ce qui influe sur le taux

de principe actif contenu dans les microspheéres.

Figure 89 : Photo MEB de TAV2 (volume

de la phase aqueuse=100mL). la phase aqueuse=150mL).

Sur les figures suivantes (91 et 92), nous donnons les microsphéres chargées de
MS et de TPP. On note que les TAM est un systeme polydispersé et contient des particules
non sphériques, quelques particules ont des grands pores. La surface des microsphéres est
filamenteuse.

Pour ['échantillon TATP, on remarque que les microparticules sont bien
individualisées et ont des tailles moyennes proches. La surface de ces microsphéres n'est pas

lisse et comporte de nombreux pores.
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HV mag O
6.00 kV | 65x

HV | mag O
5.70 KV 60 x

Figure 92 : Photos MEB de TAM (microsphéres chargees d'amide porteur de la p-

aminoacetophénone).
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11.VV1.2.e. Caractérisation des microsphéres par DSC :

Les températures Tg °C de nos produits ont été déterminées sur un appareil DSC
de type Sétaram a I’Université de Rennes-1 (Service Pr J.F. Carpentier-UMR 6226 CNRS).

Les courbe de DSC ont été déterminées sur les courbes de chauffage entre 30
et 310 °C sur des échantillons de 5 a 10 mg (Figures 93-95). Les vitesses utilisees ont été
de +10°C/mn.

Une étude comparative a été realisée entre les courbe DSC de polymeére

(ethylcellulose) et de principe actif (ampicilline) et des microspheres corresponds.

Sur la courbe DSC des microspheéres, on note la présence de pic de la température
de fusion de lI'ampicilline qui est un peu décalé de 198 °C vers 179°C, cela explique que la
cristallinité de I'ampicilline est diminuée en présence de I'éthylcellulose. On note aussi la
présence de la température de transition vitreuse de I'ethylcellulose qui apparait vers 98°C. Ce
résultat permet de confirmer la présence du mélange polymeére-principe actif dans les

microspheres.

E=HeatFlow (mw)|

HeatFlow (mw)

! T ! T !
a 100 200 300

HeatFlow (mWW)

Figure 93 : DSC Ethylcellulose.
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Figure 94 : DSC Ampicilline.

E=HeatFlow (mW)|

HeatFlow (mw)

I T I T I T 1
D 100 200 200
HeatFlow (mW)

Figure 95 : DSC TAG (microspheres préparées avec la gélatine).

11.VV1.2.f. Caractérisation des microsphéres par DRX :

Un solide présentant la méme composition chimique, peut exister sous différentes
phases cristallographiques, chaque phase pouvant posséder des caractéristiques et des
propriétés catalytiques distinctes. La diffraction de rayons X (DRX) est la méthode la plus

efficace et la plus simple pour caractériser un composé cristallisé. Elle permet de déterminer
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la nature et la structure cristallographique d’un solide. Elle se base sur la mesure des angles de
diffraction des rayons X par les plans cristallins de I’échantillon a analyser. Cette technique
consiste a envoyer un faisceau de rayons X (production de rayons X a 1’aide d’une source
constituée d’un filament de tungsténe et d’une anticathode de Cu ou Mo excitée a la tension
optimale d’émission du rayonnement caractéristique, un filtre ou un monochromateur
sélectionne la raie Ka) sur 1’échantillon disposé sur un support en pyrex légérement creusé.
Lorsque le faisceau atteint 1’échantillon (avec un angle o), il est diffracté d’un angle e, puis
détecté par un compteur a scintillation. Les angles de diffraction sont reliés aux
caractéristiques du réseau cristallin (d n = distance interréticulaire de la famille du plan hkl)
et du rayonnement.

L’appareil utilisé est un diffractometre a poudre BRUKER D8 Advance, équipé
d’une anticathode en cuivre utilisant la raie Ko d’une longueur d’onde A = 1,5406A, d’un
monochromateur secondaire (permettant de s’affranchir du rayonnement de fluorescence),
d’un goniomeétre e-e et d’un porte échantillon tournant (pour éviter les orientations
preférentielles). Les analyses ont été réalisées a température ambiante. L’échantillon a
analyser est placé sous forme de poudre sur un support plat. Les conditions générales
d’acquisition correspondent a une plage angulaire en 26 allant jusqua 70°. Les
diffractogrammes obtenus ont été traités avec le logiciel EVA, commercialisé par la société
SIEMENS (Université Es-Senia, Oran).

Dans notre étude, on a réalisé les Diffractogrammes DRX de l'agent actif pure, de

I'Ethylcellulose et des microsphéres correspondantes.

Sur le Diffractogramme de I'ampicilline, on confirme clairement sa cristalinité par

les pics caractéristiques DRX qui sont bien définis entre 26 de 3C° a 40C°.
Les pics des microsphéres sont moins intenses que celles d'ampicilline pure, cela

indique que I'ampicilline se présente dans la partie amorphe de la matrice polymérique et la

présence d'éthylcellulose réduit la cristallinité d'ampicilline.
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2-Theta - Scale

BAlAMP - File: AMP.raw - Type: 2Th/Th lacked - Start: 5,000 °- End: 69.998 °- Step: 0.020 °- Step time: 23.3 s - Temp.: 25 °C (Room) - Time Started: 8 s - 2-Theta: 5.000 ° - Theta: 2.500 °- Chi: 0.00 ° - Phi 0.00 °- X: 0.
Operations: Import

Figure 96 : Spectre DRX de I'ampicilline pure (AMP).
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Figure 97 : Spectre DRX de I'ethylcellulose pure (EC).
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MS AMP

N/

Figure 98 : Spectre DRX des microsphéres chargées d'ampicilline (TA01).

2-Thezta - Scals

Les mémes remarques ont été tirées des spectres DRX de I'amoxicilline et les
microspheres chargees d'amoxicilline. Les pics des microsphéres qui sont moins intense que
celles d'amoxicilline pure montre que I'amoxicilline se présente dans la partie cristalline du

polymére utilisé (EC).
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Figure 99 : Spectre DRX d'amoxicilline (AMO).
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MS AMO
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Operatians: Impart

Figure 100 : Spectre DRX des microsphéres chargées d'amoxicilline (TAV1).
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11.V1.1. Interprétation des résultats de la formulation des microparticules :

Dans cette partie, nous avons essayé de discuter les résultats obtenues (taux
d'encapsulation, taille et de morphologies de surface) lors de la formulation des microparticules

par évaporation de solvant et par coacervation complexe.

11.V1.1.a. Interprétation des résultats de la formulation des microcapsules :

La microencapsulation de I'agent actif modele " cinnamaldéhyde" par le procédé
coacervation complexe, nous a permis de préparer des systemes de type réservoirs. Les
résultats montre que la quantité de CN encapsulé dans ces systemes peut dépasse les 90%.

Les résultats de distribution de taille déterminés par microscope optique et les taux
d'encapsulation sont classés dans les tableaux 19 et 21 dans les pages 132 et 134 Ces résultats
sont classés de maniere a faciliter leur comparaison et interprétation en fonction des parametres
modifiés.

Cette technique permet d'encapsuler la totalité de principe actif avec des faibles
pourcentages en polymeére (1%) mais les microcapsules obtenus par ce procédé sont fragiles,
difficile a isoler dans I'état solide.

A partir des observations par microscope optique, nous citons les résultats obtenus

en modifiant certains parametres :

e Influence de la vitesse de refroidissement
De fagon geénérale, on remarque que ce parameétres n'a pas d'influence notable sur la
taille des microparticules ni sur la teneur en cinnamaldehyde. Les microcapsules gardent la
méme taille moyenne en variant la vitesse de refroidissement, on peut suggérer que le dép6t des
matrices sur les microgouttelettes de cinnamaldehyde est limité par la formation compléte du

I'enveloppe.

e Influence de la vitesse d'agitation

Ce procéde d'encapsulation est base sur deux étapes essentielles qui sont :
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> La formation des microgouttelettes de cinnamaldéhyde dans la solution aqueuse
des polyméres (I'¢mulsion).

» La formation des coacervats de polymeéres dans le milieu.

Dans les deux étapes, la vitesse d'agitation est le facteur responsable de la
dispersion soit des gouttelettes doit des coacervats de polymeres. Sa variation peut en effet
influencer la taille des gouttelettes de principe actif dispersés et/ou des coacervats formés.

En diminuant la vitesse dagitation de la premiere étape "I'mulsion™ et en
maintenant la vitesse d'agitation de la deuxiéme étape constante a 250rpm, les résultats obtenus
montrent que la taille des microcapsules augmente de facon notable, en revanche la taille des
coacervats reste la méme. En effet, la taille des microcapsules augmente en diminuant la vitesse
de 500 a 250rpm.

Dans la deuxiéme étape "coacervation”, et en gardant constante la vitesse
d'agitation de I'émulsion, l'augmentation de la vitesse d'agitation n'influe pas sur la taille des

microcapsules.

De ce fait, on peut conclure que I'étape de I'émulsion est déterminante pour la taille
des microcapsules et la teneur en principe actif et que I'étape de la coacervation n'a pas

d'influence sur la taille et la teneur.

e Influence du pH de réticulation
La réticulation est étape importante pour la solidification des microcapsules
obtenues. Elle est favorable dans un milieu acide ou les groupements aminés de la gélatine ont
une forme basique libre capable a réagir avec le glutaraldéhyde, par contre dans un milieu
basique ces groupements amines se trouvent protonnées.
e Influence de la concentration du polymere :
Les résultats obtenus lors du changement de concentration en polymeres de 1% a
4% sont identiques. On peut suggerer que le depdt des coacervats sur les gouttelettes de CN
varie la concentration du polymere, on n'a pas remarqué une différence de taille ou de taux de
microencapsulation. Les résultats ont montré que la taille des microparticules reste inchangée

en changeant la concentration des polymeres de 1% a 4%.
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e Influence d'ajout d'un tensioactif :
La présence du tensioactif (tween20) n'a pas d'effet sur la taille et la distribution en
taille des microcapsules. Son ajout améliore I'émulsion et nous avons obtenus des microspheres

sphériques plus régulieres.

e Influence d'ajout du polymére PEG :
Les microcapsules préparées en présence de PEG dans la phase aqueuse ont une
petite taille, on comparant avec les formulations préparées sans PEG. L'observation par
microscope optique nous montre que le diameétre supérieur des microcapsules apparait trés

large.

e Influence du temps d'émulsion :
On note que la taille des microcapsules diminue lorsqu'on augmentant le temps de
I'émulsion. Cela est explique par le cisaillement répété au temps longs, car au début de
I'émulsion, les gouttelettes formées lors de I'émulsion ont une taille grande et peuvent ils se
cisaillent en microgouttelettes dans un temps suffisant mais un temps trés long pourrait
provoquer la détérioration des parois des microcapsules, une exposition prolongée des
microcapsules a l'agitation pourrait provoquer un craquement des parois par conséquent la

diffusion du principe actif a I’extérieur suite au Lamoudi L et al (212).

Suite a plusieurs synthéses, nous avons pu déterminer les conditions opératoires
optimales souhaitées. La présence dans la phase aqueuse de 1% gomme arabique et 1% de
Gélatine, en présence de Tween20 a 0,25 % comme tensioactif assure la stabilité de I'émulsion.
L'utilisation de la turbine d'agitation avec une vitesse de rotation de 250rpm appliqué pendant
30 min permettent d'obtenir une proportion largement majoritaire de microcapsules avec des

diameétres moyens supérieurs a 90 pum.
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11.VI1.1. b. Interprétation des résultats de la formulation des microspheéres :

Les microparticules a libération contrblée ont été mises au point afin de
diminuer le nombre de prises quotidiennes du médicament tout en maintenant un taux
plasmatique constant dans une zone thérapeutique plus large, pour cela plusieurs
recherches sont effectuées sur la libération de principes actifs dans les milieux
hétérogéne et homogene. Pour cela, il est nécessaire d'étudier l'influence des parametres

modifiés sur les microparticules obtenus.

Les résultats de caractérisations de ces systemes montent que :

e La taille des microsphéres obtenues (dip) varie dans une gamme large en changeant les
conditions opératoires, allant de 38 pum jusqu'a 430um.

e La dispersion obtenue est différente de 1 dans tous les échantillons prépares.

e La teneur en matiere active varie de 14% jusqu'a 26%.

e La morphologie des formulations preparées varie d'un échantillon a un autre sur ce qui
concerne porosité, forme et surface.

e En effet, la microencapsulation par évaporation de solvant a permis d'atteindre une

quantité de plus de 20% en matiére active dans les microsphéres préparées.

La recherche d'optimisation des conditions expérimentales de fabrication de formes
a libération contrblée chargées de principe actif, nécessite I'étude de plusieurs parametres
physico-chimiques tels que : le rapport initial polymére/principe actif, le tensioactif utiliseé et sa
concentration, le volume de la phase aqueuse, la vitesse d'agitation, et le solvant organique. Ces
parametres ont été étudiés en encapsulant différents principe actif (AMO, AMP, PR, AN, TTP).
Les résultats obtenus sont bien décrits dans le tableau 22 de la page 144.

+ Influence des paramétres étudiés sur les microsphéres obtenues :

o [Effet de la vitesse d'agitation :
La vitesse d'agitation pendant la formulation agit sur la taille des microsphéres. En
effet, la variation de la taille des microsphéres (TA01 a TA03) avec la vitesse d'agitation est
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illustrée sur la courbe suivante, en donnant la taille des microsphéres préparées en fonction de
la vitesse d'agitation, on remarque une nette diminution de taille lors de l'augmentation de
vitesse d'agitation (de 326 a 184,62 um).

Toutes les microspheres obtenues avec variation de vitesse sont sphériques et la

surface des microspheres reste lisse avec peu de pores.

d1o(um)

330 - .
310 -
280 -
270 -
250 - .
230 -
210 -
190 -

170 A

150 ; ; ; . . ; .
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Figure 101 : Variation de la taille des microspheres en fonction de la vitesse d'agitation.

o Effet de pourcentage de tensioactif :

L'utilisation de tensioactif a pour objet de réduire la tension interfaciale et stabiliser
I'émulsion et donc obtenir de particules de taille plus petite. On a varié le pourcentage de deux
tensioactifs (Tween20 et Tween 80) pour encapsuler deux différents principes actifs AM et
PR), pour T80, une augmentation de concentration de 1% a 4% abouti a une diminution de
taille de 330um a 250um, par ailleurs, la taille des microspheres chargées d'AM n'est pas
affectée par cette varriation en changeant la concentration de T20 de 0,5% a 1,5%. Ces
différents pourcentages (0,5%, 1%, 1,5%) ne suffissent pas pour avoir l'effet de ce tensioactif

sur ces microspheres. Les résultats obtenus sont représentés sur les courbes suivantes :
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d10(pm)
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Figure 102 : Variation de la taille des microspheres en fonction de la concentration du
tensioactif.

o Effet de la nature du tensioactif :

On a utilisé trois tensioactifs T80, GE et SDS a la méme concentration pour
encapsuler 'AMO, Vue des résultats obtenus, on remarque que le taux d'encapsulation est
pratiqguement grand dans les microsphéres préparées avec la gélatine (24%). Ce dernier permet
d'avoir des microspheres avec une taille tres petite en comparant avec les autres tensioactifs.
Cela peut étre expliqué par les valeurs des CMC et de la tension superficielle de chaque

tensioactif calculés en annexe.

Tensioactif CMC (g/L)
Gélatine 0,89
SDS 0,7
Tween80 0,8

Tableau 23 : Les concentrations micellaires critiques de la gélatine, SDS et du Tween 80.

On observe une diminution de la tension de surface avec ’augmentation de la
concentration en tensioactif, puis a partir d’une certaine concentration qui est la CMC elle reste
constante. La tension superficielle commence par diminuer légérement car le tensioactif est

alors organisé sous forme de micelle et remplis entierement la surface puis a partir d’une

170



CHAPITRE II Partie Expérimentale

certaine concentration qui correspond a la CMC (point ou les deux droites se croisent), elle
atteint un palier.
A partir des résultats obtenus la CMC de la gélatine est supérieur a celle du tween

80 et du SDS. Donc I’émulsion est stabilisée, mieux en utilisant la gélatine.

dio(um)

T80 GE SDSs

Figure 103: Variation de la taille des microspheres en fonction de la nature du tensioactif.

e [Effet du pourcentage initial en matiére active :

A fin d'obtenir un taux d'encapsulation important, on a augmenté la quantité initiale
dans la phase organique, On note que l'augmentation du pourcentage initial en procaine,
n'influe pas sur la taille des microspheres (305, 296,304um), par contre le taux est élevé pour
un pourcentage initial important. Concernant, la surface des microparticules, les photos MEB
prises montrent une précipitation sur la surface des microsphéres, on augmentant la

composition en principe actif initialement.

o Effet de la nature du polymere matrice :
L'AMO a été encapsulé dans deux matrices polymériques différentes : EC et PCL,
Dans ce dernier, les microsphéres obtenus sont grandes avec une surface déridé et poreuse, la
quantité de principe actif encapsulé est faible avec celle préparés avec EC. Alors que les
microspheres a base d'EC sont sphériques avec une surface lisse et peu poreuse.
La différence de taux d'encapsulation est du principalement a la viscosité

intrinseque du PCL dans la phase organique (17,625mL/g), la solution de PCL est moins
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visqueuse et dans ce cas le principe actif est plus mobile ce qui facilitera son entrainement vers

la phase externe et donc la diminution de la quantité emprisonnée dans les microspheres.

e Effet du solvant dans la phase organique :

A fin da faciliter I'évaporation du solvant et la solidification des microsphéres, on a
utilisé un co-solvant dans la phase organique. Dans notre cas, lI'ajout de I'Acétone a différents
pourcentage : (DCM / AC): (80/20) et (50/50) a donné des résultats favorables. On remarque
que taux de principe actif encapsulé a augmenté dans le cas du mélange DCM /AC. Le
rendement est important dans le cas de présence d'un co-solvant, et précisément plus grand
dans le cas ou nous avons le co-solvant en pourcentage élevé. Cela du a la facilité de transfert
de solvants (DCM/AC) a l'interface microgouttelettes/phase aqueuse pour raison de la solubilité
totale de I'acétone dans l'eau.

e Le ratio phase dispersée/ phase aqueuse :

Il est connu que la microencapsulation par évaporation de solvant est favorable
lorsque le transfert est rapide a l'interface microgouttelettes/phase aqueuse, et cela sera réalisé
lorsque le volume de la phase aqueuse est faible. Selon les résultats obtenus qui sont cohérents
avec la littérature (45, 145), l'augmentation de volume de la phase aqueuse induit a une
diminution de taux d'encapsulation. Ces résultats sont expliqués par la diminution de transfert
de solvant organique, une solidification lente de microsphéres et une diffusion de principe actif

vers la phase aqueuse en cas d'exces d'eau.
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I11.1. Recherche de I'espece prédominante des principes actifs aux pH d'étude 1,2

et7,7:

Avant de décrire la libération des principes actifs a partir des microparticules chargées
plongées dans les pH=1,2 et pH=7,7aqueux a 37°C, il nous faut préciser la composition
exacte des solutions étudiées. Cette étude préliminaire permettra ensuite de suivre par UV-
Visible I'évolution des concertations en principes actifs libérés aux cours du temps. L'étude

bibliographique permet de relever les pks des principes actifs étudiés :

Amoxicilline : pK;=3,39 ; pK,=6,71 ; pK3=9,41 (213)
Ampicilline : pK'1=2,55 ; pK',=7,14 (213)

Procaine : pK";1=2,28 ; pK",=9,02 (214)
p-Aminoacétophénone : pK"=2,19 (215)

=541 pK,=T14
?H: MH 2
H H
v N F ! i z
T d \H/ h"'"\-».__ e &
/O/ © j;l‘/ ©/ o M \)<\
HO o : D-/f/ :
oK, =671 = =
D/\DH D//J;K/RRDH
pE=3,30 pE (=255
]
CH.CH 5
. /\\ N ;;KJ = 9'}2
~o e CHLCH, 0
oK =2.76 g
K.=228 .~ He
ph=4.2 N
HzM g CHa

Figure 104 : Structure des principes actifs avec les sites des pK

Les différents pKs sont portés pour les quatre principes actifs sur la figure 104.
L'application de I'équation d'Henderson aux pH d'étude et des pKs correspondant permet de
connaitre la composition des solutions étudiées pour chaque principe actif comme indiqué sur

les tableaux 25 et 26 :

173



CHAPITRE III

Recherche de I'espece prédominante

111.1.1. Etude a pH=1.2 :

Principe actif

Etats des
substituants de la
particule diffusante

Formule

Amoxicilline

Majoritaire
-COOH
-OH

-NH;"

Groupes exclusifs

Ampicilline

Majoritaire
-COOH
-NH3"

Groupes exclusifs

Procaine

-NH3"

Groupes exclusifs

89 +
NH;3

p_
Aminoacéto-

phénone

-NH5"
(-N H3+) =36 (-N Hg)

+

NH3
2,76

CHgj

Tableau 24 : Les formes predominantes des principes actifs dans le milieu d'étude pH=1,2.

Pour le (AMO), (AMP) et (PRO), la particule exclusive est celles portant les
-COOH, -OH et -NH;" pour (AMO), -COOH, -NH3" pour (AMP) et -NHs"
pour (PR). Pour (PAM), on a un mélange de rapport (-NHs") =36 (-NH,) de forme protonée et

substituants

non protonée sur (-NHy). Au pH=1,2 la particule quasiment majoritaire est celle protonée sur
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bande UV des particules protonées.

111.1.2. Etude a pH=7,7 :

Recherche de I'espece prédominante

la fonction amine (-NHs"). Ainsi la libération des quatre principes actifs sera étudiée sur la

Principe actif | Etats des substituants Formule
de la particule
diffusante
NH; , NH,
Amoxicilline [-COO]=2040[-COOH] ' H H
N N % s
T X
[-NH5"] > [-NH;] °© 7 N~
o o =
) H
eHO' O/\o-
NH, et NH3
Ampicilline -COO" exclusif
[-NHz] > [-NH;']

| . o
N N\ =
©/ T O/

= s
T X<
o7 o
o CH,CH
/ 2 3
N
o/\/ CH,CHg
Procaine [-NH3"] = 2 [-NH,]
HoN
NH»
p_
Aminoacéto- | [-NHs"] = 36 [-NH;]
phénone H2N

et

NH2

CHg3

(AMP).

Tableau 25 : Les formes prédominantes des principes actifs dans le milieu d'étude pH=7,7.

Comme le montre le tableau 26, il y a mélanges plus complexes de particules en
solution a la solution pH=7,7 : mélanges quantitatives pour (PR) et (PAM) des formes
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I11.11. Analyse des quantités transférées.

111.11.1. Introduction :

Les cinétiques de libération ont été suivies a 1’aide d’un spectromeétre UV-
Vis, U.V 2401PC SCHIMADZU préalablement calibré a la longueur d’onde A max du
principe actif Pa dans le milieu considéré.
Dans le cas ou le principe actif est dispersé seul dans la matrice d’enrobage,
sa libération par diffusion a travers cette matrice dépend de trois facteurs essentiels :
e La vitesse de « pénétration » du liquide dans la forme galénique a travers
la structure du polymeére.
e La vitesse de « dissolution » du principe actif dans le liquide piégé.

e La «diffusion » du principe actif a travers la matrice.

I11.11.2. Calcul de la quantité du principe actif libéré au cours du temps :

Le taux de principe actif libéré est déterminé en fonction du temps dans le milieu
de dissolution.

A chaque instant t, on préleve un volume V, de la solution étudi¢e qu’on dilue
avec du milieu digestif de méme pH, dans une fiole jaugée de 10 cm?®, puis on lit la D.O de la
solution diluée sur I’appareil calibré sur A nax COrrespondant (le volume de dilution est choisi
de fagon a pouvoir se situer sur une valeur de D.O située dans le domaine linéaire de la droite
d’étalonnage).

La concentration de la solution diluée (C4) est obtenue en appliquant la loi de

Beer-Lambert :

D.0 =¢.C4. l.ou (I =2cm)etC4=D.O /¢

Pour aboutir a la masse m de I’agent actif dans le flacon, on applique 1’équation :

me=D.0 Vg My /eVs [39]

176



CHAPITRE III Analyse des quantités transférées

Avec :
Ve : volume du flacon (réacteur)
Vg : volume de la fiole de dilution
My : Masse molaire du principe actif

m; : masse du principe actif libéré (mg) a I’instant « t ».

Le pourcentage du principe actif libéré est le rapport de la masse libérée m, sur la

masse initiale en principe actif m; contenu dans la forme galénique de masse mj.

%p.a =%. 100 [40]

111.11.3. Exemple de calcul :

Un exemple de calcul des microsphéres (TAG) est donné par la suite :

TAG : microspheres chargées d'amoxicilline préparées a base d'éthylcellulose.

m;=D.0.Vq Mwu /& V¢
D.O : Densité Optique lue a chaque prélévement (variante au cours du temps);
g : Coefficient d’extinction moléculaire = 3895,54 L.cm™.mole™;
Vg : Volume de dilution du prélévement (10 cm®) ;
V:: Volume du flacon (réacteur) (variante au cours du temps)
M : Masse Molaire du principe actif (364,5g/mole).
——> m= DO * 10* 364,5 / V¢* 3895,54
m; = DO* 0, 93/ V¢
Pourt=1mn DO=0, 15 et Vf=100
——> m;=0,15*0,93/ 100 =0,001395 g
Pa%= Mt/ Mi *100
Pourt=1mn m;=0,1463 Pa %= (0,0014/0,1463)* 100 = 0,95%
Ct= mt/MM
Ct= 0,001395/365,5= 3,81 10°mole
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Les calculs pour le reste des temps pour le pourcentage libéré d'amoxicilline sont

reportés dans la feuille d'Excel suivante :

racine t 1/t DO \i mt Pa% Ct Co/Ct
1 1 1 0,15 100 0,001395 | 0,953520164 | 3,81773E-06 | 104,7741935
2 | 1,414213562 | 0,707106781 0,39 99 | 0,003663636 | 2,50419437 | 1,00264E-05 | 39,93268913
3 | 1,732050808 | 0,577350269 0,54 98 | 0,00512449 | 3,502727133 | 1,40243E-05 | 28,54895957
4 2 0,5 0,63 97 | 0,006040206 | 4,128644009 | 1,65304E-05 | 24,22083742
5 | 2,236067977 | 0,447213595 0,78 96 | 0,00755625 | 5,164900889 | 2,06794E-05 | 19,36130382
6 | 2,449489743 | 0,40824829 0,95 95 0,0093 | 6,356801094 | 2,54516E-05 | 15,73105935
7 | 2,645751311 | 0,377964473 1,12 94 | 0,011080851 | 7,574060878 | 3,03253E-05 | 13,20285339
8 | 2,828427125 | 0,353553391 1,23 93 0,0123 | 8,407382092 | 3,36617E-05 | 11,89421561
9 3| 0,333333333 1,35 92 | 0,013646739 | 9,327914648 | 3,73474E-05 | 10,72042563
10 | 3,16227766 | 0,316227766 1,39 91 | 0,014205495 | 9,709839033 | 3,88766E-05 | 10,29875109
15 | 3,872983346 | 0,25819889 1,45 90 | 0,014983333 | 10,24151287 | 4,10053E-05 | 9,764105806
20 | 4,472135955 | 0,223606798 1,49 89 | 0,015569663 | 10,64228498 | 4,26099E-05 | 9,396404581
25 5 0,2 1,54 88 0,016275 | 11,12440191 | 4,45402E-05 | 8,989176774
35 | 5,916079783 | 0,169030851 1,61 87 | 0,017210345 | 11,76373536 4,71E-05 | 8,500634558
45 | 6,708203932 | 0,149071198 1,71 86 | 0,01849186 | 12,6396859 | 5,06072E-05 | 7,911526927
60 | 7,745966692 | 0,129099445 1,85 85 | 0,020241176 | 13,83539062 | 5,53946E-05 | 7,227784028
75 | 8,660254038 | 0,115470054 1,98 84 | 0,021921429 | 14,98388829 | 5,9993E-05 | 6,673782757
105 | 10,24695077 | 0,097590007 2,03 83 | 0,022745783 | 15,54735689 | 6,2249E-05 | 6,431910968
135 | 11,61895004 | 0,086066297 2,11 82 | 0,023930488 | 16,35713452 | 6,54912E-05 | 6,113492261
165 | 12,84523258 | 0,077849894 2,23 81 | 0,025603704 | 17,50082276 | 7,00703E-05 | 5,713972232
225 15 | 0,066666667 2,45 80 | 0,02848125 | 19,46770335 | 7,79454E-05 | 5,136672442
285 | 16,88194302 | 0,059234888 2,52 79 | 0,029665823 | 20,27739083 | 8,11873E-05 | 4,931562258
345 | 18,57417562 | 0,05383819 2,67 78 | 0,031834615 | 21,75981913 | 8,71226E-05 | 4,595590373
465 | 21,56385865 | 0,04637389 2,84 76 | 0,034752632 | 23,75436198 | 9,51085E-05 | 4,209720109
1125 | 33,54101966 | 0,02981424 2,92 75 0,036208 | 24,74914559 | 9,90914E-05 | 4,040511821
1245 | 35,28455753 | 0,02834101 2,98 74 | 0,037451351 | 25,59900981 | 0,000102494 | 3,906370444
1365 | 36,9459064 | 0,027066598 2,84 73 | 0,036180822 | 24,73056864 | 9,9017E-05 | 4,043546947
Tableau 26 : Exemple de calcul des pourcentages liberés d'AMO a partir de TAG.
1/Ct-1/C0 (1/Ct-
1/C0)*10-5
In (1-
In CO/Ct mt/mi log(mt/mi) mt/m,inf 1-(mt/m,inf) | (mt/m,inf))
4,651807497 | 259435,4839 2,594354839 - -
0,009535202 | 2,020670119 | 0,041029412 | 0,958970588 | 0,041894874
3,687195265 | 97236,9727 | 0,972369727 - -
0,025041944 | 1,601331965 | 0,107754011 | 0,892245989 | 0,114013412
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3,351620493 | 68804,6595 0,688046595 - -
0,035027271 | 1,455593693 | 0,150720288 | 0,849279712 | 0,163366687
3,187213313 | 57994,62366 0,579946237 - -
0,04128644 | 1,384192562 | 0,177653123 | 0,822346877 | 0,195592982
2,963276426 | 45857,3201 0,458573201 - -
0,051649009 | 1,286938008 | 0,222242647 | 0,777757353 | 0,251340689
2,755637061 | 36790,32258 0,367903226 - -
0,063568011 | 1,196761378 | 0,273529412 | 0,726470588 | 0,319557281
2,580432972 | 30475,80645 0,304758065 - -
0,075740609 | 1,120671209 | 0,325907384 | 0,674092616 | 0,394387765
2,476052199 | 27207,31707 0,272073171 - -
0,084073821 | 1,075339215 | 0,361764706 | 0,638235294 | 0,449048264
2,37215086 | 24275,62724 0,242756272 - -
0,093279146 | 1,030215436 | 0,40137468 0,59862532 | 0,513119386
2,332022634 | 23222,4414 0,232224414 -
0,09709839 | -1,01278797 | 0,417808662 | 0,582191338 | 0,540956126
2,278712989 | 21887,09677 0,218870968 - -
0,102415129 | 0,989635885 | 0,440686275 | 0,559313725 | 0,581044737
2,240327125 | 20968,71617 0,209687162 - -
0,10642285 | 0,972965116 | 0,457931262 | 0,542068738 | 0,612362463
2,196021273 | 19951,6129 0,199516129 - -
0,111244019 | 0,953723329 | 0,478676471 | 0,521323529 | 0,651384452
2,140140815 | 18731,41655 0,187314165 - -
0,117637354 | 0,929454754 | 0,506186613 | 0,493813387 | 0,705597591
2,068320801 | 17260,04527 0,172600453 - -
0,126396859 | 0,898263718 | 0,543878249 | 0,456121751 | 0,784995507
1,977932492 | 15552,31037 0,155523104 - -
0,138353906 | 0,859008575 | 0,59532872 0,40467128 | 0,904680195
1,898186829 | 14168,6217 0,141686217 - -
0,149838883 | 0,824375473 | 0,644747899 | 0,355252101 | 1,034927598
1,86127169 | 13564,51613 0,135645161 - -
0,155473569 | 0,808343432 | 0,668993622 | 0,331006378 | 1,105617634
1,810498175 | 12769,22489 0,127692249 -
0,163571345 | 0,786292775 | 0,703837877 | 0,296162123 | -1,21684826
1,742914444 | 11771,37278 0,117713728 - -
0,175008228 | 0,756941533 | 0,753050109 | 0,246949891 | 1,398569833
1,636405485 | 10329,49309 0,103294931 -
0,194677033 | -0,71068528 | 0,837683824 | 0,162316176 | 1,818209139
1,595655826 | 9817,204301 0,098172043 - -
0,202773908 | 0,692987928 0,8725242 0,1274758 | 2,059828733
1,525097229 | 8978,071765 0,089780718 - -
0,217598191 | 0,662344719 | 0,936312217 | 0,063687783 | 2,753762527
1,437396163 | 8014,311677 0,080143117 -
0,23754362 | -0,62425663 | 1,022136223 | 0,022136223 | #NOMBRE!
1,396371372 | 7591,692444 0,075916924 -
0,247491456 | -0,60643979 | 1,064941176 | 0,064941176 | #NOMBRE!
1,362608668 | 7256,657285 0,072566573 - -
0,255990098 | 0,591776833 | 1,101510334 | 0,101510334 | #NOMBRE!
1,397122264 | 7599,273058 0,075992731 - -
0,247305686 | 0,606765898 | 1,064141821 | 0,064141821 | #NOMBRE!
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I1.111. Cinétigues de relargage des principes actifs libérés par les

microspheres:

Les cinétiques de libération ont été suivies a ’aide d’un spectrometre UV-Vis.
Cet appareil étant préalablement calibré a la longueur d’onde Amax du principe actif dans
le milieu considéré.
Dans le cas ou le médicament est dispersé seul dans la matrice d’enrobage, sa
libération par diffusion a travers cette matrice dépend de trois facteurs essentiels :
e La vitesse de « pénétration » du liquide dans la forme médicamenteuse
a travers la structure du polymére "EC" ou "PCL".
e La vitesse de « dissolution » du principe actif dans le liquide piégé.

e La «diffusion » du principe actif a travers le polymére matrice.

Si la molécule du principe actif est fixée sur un support moléculaire, un
quatriéme facteur s’ajoute aux précédents : ¢’est la réaction chimique qui permet la rupture
de la liaison relais entre le principe actif et son support selon le mécanisme suivant
(le cas du TAM) :

+

—~———

( L

+

O
OH
+ H,0O ® |
P-RCeHNH—— G p-RCsH4-NHrT~'W‘
LlH OH
OH

OH
® | wv\.c/
p-RCH4-NH corvwnn —= P-RCgH,;-NH, + PN
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I1.111. 1. Cinétiques de libération dans le pH=1,2 :

L’objectif de cette étude cinétique est de comparer 1’effet « retard » quant a la
libération des principes actifs a travers différentes systémes microparticulaires.

Afin de pouvoir évaluer le taux relargué de (Pa) dans le milieu choisi (pH = 1,2
et pH=7,7), en fonction du temps et de la composition massique, il a été préparé différentes
microspheres en changeant les parametres de composition et de vitesse.

La méthode de préparation de ces microparticules est décrite en pages 97 et
105 et leurs caractéristiques sont résumées dans les tableaux 19-22.

Les cinétiques correspondantes aux différentes formes ont été réalisées dans les
mémes conditions opératoires de température (37°C), d’agitation (500 r.p.m), de volume
initial dans le flacon (100 mL) et de volume des prises d’essais (1 mL), afin de pouvoir
comparer les résultats.

HLIL1.a Libération d'ampicilline (AM) :

Pour illustrer cette libération, nous donnons les courbes cinétiques de TAOL a

TAO06. Sur les figures 105 a 107, nous présentons le pourcentage de 1’agent actif
«ampicilline» libéré, calculé par rapport a la masse initiale pour les microparticules

étudiées, en fonction du temps.

AM%
90
80 - N [ ] [ |

+ B
+0

70 m *
60 -
** + TAOL
50 | me
& mTAOQ2
a0 ,‘

TAD3
30 - "

20 ¢
10

500 1000 1500 t(mn)

Figure 105 : % AM libérés en fonction du temps au pH=1,2 (TA01, TA02 et TA03) (T =
37°C, 500 r.p.m).
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Pour les trois formulations TAO1, TA02 et TAO03, le pourcentage d’ampicilline
libéré est important, nous remarquons aussi que le taux libéré pour TAO3 est l1égerement

grand par rapport aux autres formulations aux temps long de libération.
I
AM%
90 - .

80 -
L
70 - " m B = g
60 -
" + TAO3
50 -
..‘ m TAO4

40
N TAOS

30 +

n
20 4
10

0

500 1000 1500  t(mn)

© gy

|
Figure 106 : % AM libérés en fonction du temps au pH=1,2 (TA03, TA04 et TAO05) (T =

37°C, 500 r.p.m).

A partir de la figure 102, on remarque que la formulation TAO3 préparée avec
1% de tween 20 libére le principe actif « AM » et elle représente un taux libéré le plus
éleve au temps infini.

Dans la figure 107, nous avons réalisé une comparaison entre deux
formulations « TAO3 et TA06 ». Le seul paramétre changé est le tensioactif « T20 » et
« T80 ». On note que la concentration de 1% de la phase aqueuse donne des profils
réguliers de libération et une légére différence de pourcentage de libération entre les deux

échantillons.
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|
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Figure 107 : % AM libérés en fonction du temps au pH=1,2 (TA03 et TA06) (T = 37°C,
500 r.p.m).

11.111.1.b. Libération de I'amoxicilline :

Les figures suivantes (108 a 111) illustrent les profils de libération
damoxicilline a partir de quelques lots de microsphéres (TAV1, TAV2, TAV3, TAS,
TAG, TAP, TAO8 et TA09). Elles représentent quelques tracés du pourcentage de 1’agent
actif « AMO» libéré, calculé par rapport a la masse initiale en fonction du temps au
pH=1,2.

AMO%

a0 - * *
80 - ¢

70 -
60 -

+ TAV1
50 - ; | | | | | |

m mTAV2
40

ot TAV3
30 - f

20

10 §

o & . | | | | | | |
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

t (mn)

I
Figure 108 : % AMO libérés en fonction du temps au pH=1,2(TAV1, TAV2 et TAV3) (T
=37°C, 500 r.p.m).
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Au vue de la figure 108, la libération d’amoxicilline est importante dans la
formulation TAV1 préparée avec un volume de phase aqueuse de 50mL par rapport aux
autres formulations préparées avec 100 mL et 150 mL de phase agqueuse.

Sur la figure 109, nous constatons que la libération d’amoxicilline est
importante dans la formulation TA9 préparée avec un mélange (50/50) de phase organique
(DCM/acétone) par rapport a la formulation TA8 préparée avec un mélange (80/20) de

phase organique (DCM/acétone).
AMO%

100 - .
80 - =,

60 - + TAS
uy m TA9

20

0 T T T 1
0 500 1000 1500 t(mMn)

|
Figure 109 : % AMO libérés en fonction du temps au pH=1,2 (TA8 et TA9) (T = 37°C,

500 r.p.m).
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Figure 110 : % AMO libérés en fonction du temps au pH=1,2 (TAV1, TAG et TAS) (T =

37°C, 500 r.p.m).
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Utilisant différents tensioactifs (SDS, Gélatine et T20) (figure 110), on
remarque que le profil de libération de TAS « microspheres préparées avec SDS » est
moins important que ceux preparés avec la Tween 20, et que les microsphéres préparées
avec la gélatine libérent I’amoxicilline avec un taux éleve surtout aux premiers instants.

Sur la figure 111, nous présentons les profils de libération de deux lots
preparés avec deux polymeres différents [ethylcellulose (EC) et poly e-caprolactone

(PCL)]. On note que le pourcentage d’amoxicilline libéré est élevé en présence de PCL.

:
AMO%

U . b '

30 .... &

70 F; .

60 |y

50 ¢ * TAV1

40 . = TAP

30 "4

20

10
0 - .

0 500 1000 1500 t(mn)

Figure 111 : % AMO libérés en fonction du temps au pH=1,2(TAV1 et TAP) (T = 37°C,
500 r.p.m).

I11.111.1.c. Libération de la procaine (PR) :

Sur les figures 112 et 113, nous présentons le pourcentage de 1’agent actif
libéreé a partir des microsphéres chargées en procaine (TAT1 a TAT®6), calculé par rapport
a la masse initiale en fonction du temps au pH=1,2.

Dans la figure 112, on note que les microsphéres contenant un taux
d’encapsulation élevé en procaine liberent plus cet agent actif dans le milieu d’étude. Dans
la figure 113, on remarque que les microsphéres préparées avec une concentration de 1%
de solution aqueuse libérent plus que les formulations préparées avec 2% et 4% en

tensioactif.
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PR%
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Figure 112 : % PR libérés en fonction du temps au pH=1,2 (TATL1, TAT2 et TAT3) (T =
37°C, 500 r.p.m).
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Figure 113 : % PR libérés en fonction du temps au pH=1,2 (TAT4, TATS5 et TAT6)
(T=37°C, 500 r.p.m).

I11.111.1.c. Libération de la p-aminoacétophénone (AN):

Le p-aminoacétopheénone (AN) est une molécule modele. Cette molécule a été
greffée sur un monomere de type amide comme c’est décrit dans la partie expérimentale.
Ce dernier a été ensuite encapsulé dans une matrice polymérique cellulosique. L’étude de
la libération de cette aniline a été ainsi suivie dans le milieu pH acide pH=1,2 a partir des

microspheres correspondants.

186



CHAPITRE III Cinétique de relargage

Sur la figure 114, nous présentons le pourcentage de AN libéré en fonction du
temps, on remarque que le pourcentage est faible en comparant avec les autre formulations,

cela peut étre expliqué par la rupture de la liaison chimique de type amide.

AN%

20 ~ ¢

1
L]
og.
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0] 200 400 600 800 1000 1200 1400 t (mn)

Figure 114 : % AN libérés en fonction du temps a partir des microspheres TAM au
pH=1,2 (T = 37°C, 500 r.p.m).

I1.111. 2. Cinétiques de libération dans le pH=7,7:

L’étude de la libération des agents actifs encapsulés a été réalisee aussi dans un
pH basique (7,7) dans le but de comparer le pourcentage de libération de ces agents au pH
gastrique.

Les cinétiques correspondantes aux différentes formes ont été realisées dans les
mémes conditions opératoires suivies au pH=1,2 : la température (37°C), I’agitation (500
r.p.m), le volume initial dans le flacon (100 mL), le volume des prises d’essais (1 mL) et le
volume de dilution des prélevements (10mL).

Les résultats de la libération obtenus pour tous les échantillons sont présentés

dans les figures suivantes (115-118) :
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AM%
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Figure 115 : % AM libéré en fonction du temps a partir des microsphéres chargées
d’ampicilline au pH=7,7 (T = 37°C, 500 r.p.m).
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Figure 116 : % PR libéré en fonction du temps a partir des microsphéres chargées de
procaine au pH=7,7 (T = 37°C, 500 r.p.m).
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Figure 117 : % AMO libéré en fonction du temps a partir des microsphéres chargées
d’amoxicilline au pH=7,7 (T = 37°C, 500 r.p.m).
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Figure 118 : % AN libéré en fonction du temps a partir des microspheres TAM au pH=7,7

(T =37°C, 500 r.p.m).

Les résultats montrent que les formulations liberent pratiquement des quantités
d’agents actifs inférieures a celles libérées dans le milieu acide (pH=1,2). Il nous reste a

étudier la différence des coefficients de diffusion dans les deux milieux.

189



CHAPITRE III Cinétique de relargage

111.111.3. Modélisation des cinétiques :

L’¢laboration des systémes formulés dans le domaine pharmaceutique permet
une libération lente et progressive de 1’agent actif. La technologie de la microencapsulation
a pour avantage le prolongement de la duré de libération des principes actifs encapsulés.

Dans notre étude, apres la formulation et la caractérisation des ces différentes
microspheres, nous avons étudié la libération de ces agents encapsulés de fagon «in-
vitro ». Pour compléter notre éetude, il nous reste a déterminer les modéles cinétiques
correspondants a nos profils de libération.

On a essayé d’attribuer un ordre réactionnel classique a ces différentes
cinétiques. On donne ci-dessous, a titre d’exemple, les courbes obtenues pour les ordres
cinétiques classiques : n =0, n =1 et n = 2 pour TAOL (pH=1,2). Aucune linéarité n’a pu

étre obtenue. Les autres courbes sont en annexe.

CAM

0,00005 - o ¢« ¢ ¢

0,00004 -

0,00003 4
0,00002 - *

']
0,00001 -3
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Figure 119 : Concentration de AM libéré en fonction du temps par la formulation TAO1 au
pH=1,2 (T 37C®, 500 r.p.m).
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Ln [(AM®- AM; ) / AM"]
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Figure 120 : Ln [(AM’- AM)

/ AM°] en fonction du temps de la formulation TAO1 au

pH=1,2 (T=37 C°, Q 500 r.p.m).
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Figure 121 : 1/( AM°- AM, ) -
pH 1,2 (T =37C°, © 500 r.p.m).

1/ AM ° en fonction du temps de la formulation TAO1 au

Par contre, en tracant le pourcentage du principe actif libéré en fonction de la

racine carrée du temps, on obtient une nette linéarité des points expérimentaux,

essentiellement aux temps courts de la cinétique. Dans la figure 122, nous donnons la

droite de la formulation TAO1.
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Figure 122 : % AM libéré par la formulation TAOL en fonction de la racine carrée du
temps au pH=1,2 (T 37°C, 500 r.p.m).

Le suivi de la libération de (AM) dans le milieu d’étude pH=1,2 a confirmé la
linéarisation des points expérimentaux de la quantité de matiere transférée en fonction de
la racine carrée du temps. Ce qui nous améne a dire que ces cinétiques admettent une étape
limitante diffusionnelle de type Fickien.

Les droites obtenues ne passent pas par 1’origine, on remarque une légere
courbure aux premiers temps d’immersion des microparticules.

Cette courbure peut étre expliquée par effet brust. Ce dernier est justifié par
une mise en équilibre des microsphéres dans le milieu d’étude : contact des microparticules
avec le liquide, pénétration du liquide a travers les pores, solubilisation du principe actif
piégé a la surface et formation d’une pellicule d’eau a la surface des microparticules.

Ces microparticules liberent le principe actif par diffusion vers le milieu
extérieur, pour cela, nous avons calculé les coefficients de diffusion en passant par la

détermination des m,, de chaque formulation dans les différents milieux.

I11.111.3.a. Calcul de my:

Les valeurs de m, sont obtenus en tracant les graphes log (m¢m;) =f (1/1).
Quand t tend vers D’infini, 1/t tend vers 0, ’ordonnée a 1’origine représente alors
log (m., /m;), connaissant m; la masse initiale, on peut facilement calculer m...

Ce calcul a été repris pour ’ensemble des formes galéniques étudiées.
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On donnera a titre d’exemple la détermination de m, pour la formulation

TAO1 dans le pH =1,2. (Les autres résultats sont en annexe).

Caractéristiques de la formulation TAOL :
d10: 0,3267 cm, mjav= 0,1398 mg

Log (m¢dm;) 1/t (1/mn)

I:I T T T T T T 1
IJ] 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035
0,02 4™

-0,04 -+
006
0,08 -

'D.l -

0,12 4 y=-3557x-00176 \’

R*=0,9949

-0,14 -

Figure 123 : log (m¢/m;) en fonction de 1/t de I’AM libérée par la formulation TAO1 au
pH=1,2 (37°C et 500 r.p.m).

Par extrapolationsi:t » o , 1/t » 0 =>m » m,
1t— 5 0; In(m,/m;) =-x (X : ’ordonnée a 1’origine)
= M, /m;= exp(-X)
= M,,= mM; exp(-X)

Principe actif : x=-0,0176 = my=exp (-x). 0,1398=0,1373 g.

Les différentes valeurs de m., de toutes les microsphéres dispersées dans le

pH=1,2 et pH=7,7 sont rassemblées dans le tableau 27 :
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Code | Masse initiale en principe Masse a I’infini du Masse a ’infini du
actif (g) Principe actif (g) Principe actif (g)
au pH=1,2 au pH=7,7
TAO01 0,1398 0,1374 0,1000
TAO02 0,1404 0,1355 0,0816
TAO03 0,1400 0,1350 0,1221
TA04 0,1215 0,0978 0,0855
TAO05 0,1157 0,0873 0,1073
TAO06 0,1400 0,1387 0,1048
TAT1 0,0300 0,0192 0,0158
TAT2 0,1378 0,0777 0,0641
TAT3 0,2030 0,1236 0,1015
TAT4 0,1409 0,0957 0,0786
TATS 0,1175 0,0659 0,0542
TAT6 0,0895 0,0565 0,0437
TAS 0,1338 0,0709 0,0583
TAG 0,1663 0,1406 0,0230
TAV1 0,1410 0,0754 0,0636
TAV2 0,1196 0,1105 0,1022
TAV3 0,0968 0,0811 0,0766
TAP 0,1298 0,1133 0,1167
TAS8 0,1520 0,1121 0,1253
TA9 0,1584 0,1360 0,1466
TAM 0,1464 0,0965 0,1330

Tableau 27 : Les masses initiales et les masses infini des formulations étudiées au pH=1,2
et pH=7,7.
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111.111.3.b. Calcul des diffusivités :

> Aux temps courts de la réaction :

La diffusivité est obtenue par I’équation [24] de la page 68.
T 2 2
D= % R (tg Ol)
Ou : tg a : représente la pente de la droite de [m¢/m,] = f (\/f)
Cette equation est applicable a la fois pour le principe actif et pour le liquide.

Exemple de détermination de Dy, (t,c: temps courts) pour une formulation TAG

chargée d'amoxicilline au pH =7,7.

MM,

y=0,1016x-0,0136
0,5 1 RZ=0,9842
0,4 -
0,3 -

0,2 -

0,1 -

0 T T T T

0 1 2 3 4 t1/2

(mn1/2)

Figure 124 : mym,, d'AMO en fonction de la racine carrée du temps pour la formulation
TAG, pH=7,7; T 37°C.

> Aux temps longs de la réaction :

Le coefficient de diffusion, aux temps longs, est calculé par 1’équation [28] de la page 68.

o o)

Ou p est la pente de la droite Ln [1-(m¢/m,,)] = f(t).
On donne a titre d'exemple la détermination de Dy, (temps longs) pour la formulation TA01

chargée d'ampicilline au pH =1,2.
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0 . . . . | 1
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Figure 125 : Ln [1-(m/m.,)] en fonction du temps de la formulation TAG dans pH=7,7 ; T
37°C, 500 r.p.m.

Les valeurs des coefficients de diffusion des principes actifs étudiés, sont

regroupées dans le tableau 28, on note que :

. Dans le pH=1,2 : les coefficients de diffusion au temps courts "D " de
libération sont de ’ordre de 107a 10° cm?s™, et sont de I’ordre de 10°a 107

cm?.s ™ aux temps long D .
o Dans le pH=7,7 : les coefficients de diffusion au temps courts "D (." de

libération sont de Pordre de 1074 10® cm?s™, et sont de I’ordre de 10 107

cm?®.s™ aux temps long D .
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pH=1,2 pH=7,7

Code Dt,c Dt,l Dt,c Dt,l
(cm?s™) (cm?. s (cm?s™) (cm?. s
TAO01 1,88. 10" 8,66 10° 5,66 107 1,40 10°
TAO02 1,59. 107 4,90 10° 5,58 107 1,04 107
TAO3 1,06 10”7 3,11 10° 1,41107 3,8010°
TA04 3,2510° 2,2310° 235107 6,71 10°
TAO05 3,70 10° 2,76 10° 361107 8,97 10°
TA06 6,79 10 1,60 10° 6,95 10 1,60 107
TAT1 6,30 10”7 7,7110° 3,57 10° 2.8310°
TAT2 455107 4,12 10° 1,16 107 5,34 10°
TAT3 2,80 107 8,44 10° 1,85 107 7,50 10°
TAT4 3,73 107 9,0310° 1,55 107 7.8110°
TATS 2,72 107 9,09 10" 1,45 107 6,07 10°
TAT6 1,01 107 1,21 107 1,29 10 4,74 10°
TAS 2,96 10° 1,14 10° 1,50 10° 7.6510°
TAG 3,78 10° 9,06 10° 4,83 10° 1,51 107
TAV1 1,83 107 551 10° 9,32 107 1,34 10°
TAV2 4,50 107 1,28 10° 7.95107 1,79 10°
TAV3 5,89 107 1,32 10° 2,95107 9,1810°
TAP 7,47 107 1,00 10° 3,39 107 7.3010°
TAS 353107 8,72 10° 6,55 107 3,96 10°
TA9 3,31 107 7,44 10° 4,14 10°® 2,86 10°
TAM 239107 5,90 10° 1,29 10 3,2110°

Tableau 28 : Valeurs des diffusivités pour les differentes formulations étudiées a pH=1,2
et pH=7,7.
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111.111.3.c. Modélisation des cinétiques de relargage des principes actifs selon les

équations d’Higuchi et de Korsmeyer-Peppas :

Les résultats trouvés selon les modéles d’Higuchi et Korsmeyer-Peppas sont

regroupés dans les tableaux 29 et 30 :

L'équation de
Code | L'équation d’Higuchi | R? Korsmeyer &Peppas
n kK (mn™) R2

TAO1 y=5,16 x-6,90 0,93 0,51 0,07 0,91
TAO02 y=0,35x+0,37 0,93 0,48 0,06 0,81
TAO03 y=0,12 x+ 1,60 0,96 0,49 0,09 0,94
TAO4 y=3,69x-4,44 0,84 0,56 0,07 0,90
TAO05 y=194x+ 1,07 0,94 0,51 0,08 0,95
TAO06 y=8,15x-4,94 0,99 0,40 0,33 0,89
TAT1 y=195x-2,32 0,94 0,43 0,05 0,90
TAT2 y=195x-2,32 0,96 0,40 0,05 0,90
TAT3 y=1,95x-2,32 0,95 0,31 0,12 0,93
TAT4 y =5,07 x - 7,46 0,95 0,31 0,05 0,75
TATS y=2,83 x-3,97 0,94 0,41 0,06 0,87
TAT6 y=3,72x-5.21 0,94 0,41 0,06 0,87
TAS y=248x-3,48 0,94 0,41 0,14 0,87
TAG y=3,80x+7,42 0,91 0,30 0,13 0,98
TAV1 y=380x+7,42 0,88 0,33 0,13 0,97
TAV2 y=4,26 x+ 0,55 0,87 0,49 0,06 0,74
TAV3 y=5,00 x - 5,63 0,94 0,48 0,19 0,76
TAP y=8,09x+9,19 0,88 0,24 0,13 0,87
TA8 y=518 x + 4,13 0,95 0,33 0,14 0,94
TA9 y=434x+6,13 0,94 0,38 0,15 0,98
TAM y=2,68 x + 2,97 0,80 0,23 0,14 0,78

Tableau 29 : Coefficients de corrélation et constantes de libération a partir des

microspheres au pH=1,2.
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L'équation de
Code | L'équation d’Higuchi | R? Korsmeyer &Peppas
n k (mn™) R2

TA01 y=4,79 x - 4,35 096 | 047 0,09 0,81
TAO02 y=0,35x+0,37 093 | 048 0,10 0,85
TAO03 y=0,12 x+ 1,60 0,96 | 0,52 0,08 0,88
TA04 y=5,38x-7,62 099| 041 0,07 0,80
TA05 y=6,79 x-6,84 0,98 | 0,52 0,09 0,88
TA06 y=5,90x-6,21 099 | 0,554 0,08 0,86
TAT1 y=120x-1,62 098 | 042 0,04 0,92
TAT2 y=184x-161 099 | 045 0,07 0,91
TAT3 y=1,97 x+ 0,57 096 | 0,32 0,10 0,90
TAT4 y=2,85x-2,80 099 | 0,51 0,07 0,73
TAT5 y=1,80x-2,52 094 | 0,48 0,05 0,86
TAT6 y=1,88x-2,07 0,98 | 0,52 0,06 0,76
TAS y=149x-1,79 0,98 | 0,46 0,06 0,82
TAG y=201x+1,12 0,84 0,34 0,41 0,84
TAV1| y=946x-11,76 |097| 0,53 0,09 0,76
TAV2 y=6,17 x - 5,65 094 | 0,440 0,07 0,70
TAV3 y=4,32 x-4,28 0,98 | 0,554 0,07 0,88
TAP y=739x-11,16 |0,97| 043 0,07 0,86
TA8 y=294x-153 0,99 | 0,50 0,08 0,96
TA9 y=2,71x-1.21 0,99 | 0,554 0,07 0,97
TAM y=1,93 x+0,90 094 | 0,23 0,12 0,84

Tableau 30 : Coefficients de corrélation et constantes de libération a partir des

microspheres au pH=7,7.

Les résultats donnés par les équations d’Higuchi, montrent que la valeur de la
constante de libération d’Higuchi (k) varie de 0,12 mn*? & 8,15 mn*? dans le pH=1,2.
Elle varie de 0,12 mn*?4 9,46 mn'? dans le pH=7,7. Nous avons constaté que la constante

« C » est positive pour la majorité des cinétiques de libération.
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Pour les résultats donnés par les équations de Korsmeyer-Peppas, les valeurs
des constantes cinétiques k ne peuvent pas étre comparées parce qu’elles dépendent de
I’exposant n, qui n’est pas le méme pour I’ensemble des cinétiques de libérations étudiées.
Par ailleurs, selon la valeur de n, on peut spécifier le mécanisme de diffusion s’il est du
type Fickien ou non. Les valeurs données dans les tableaux 29 et 30 montrent que « n »

varie de 0,23 a 0,56 qui nous permet d’en déduire que nos cinétiques sont de type Fickien.
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I11.1V. Cinétiqgue de relargage du cinnamaldehyde libéré par les microcapsules :

111.1V.1.Cinétigue de la libération des microcapsules références ""AGG01" :

L'étude de la libération du cinnamaldehyde a été réalisée dans un mélange
"eau/alcool™ a cause de la faible solubilité de CN dans I'eau. Le suivi de la concentration a été
réalisé par UV-VIS a Amax du cinnamaldehyde dans le milieu d'étude. La premiére libération

du cinnamaldehyde est faite a partir de I'échantillon de référence (figure 126).

CN %
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40 - . ¢
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Figure 126 : CN% libérés en fonction du temps AGGO01 (T=25°C).

On remarque l'existence de deux paliers : Au premier palier le pourcentage de CN

libéré augmente rapidement et dans le deuxiéme palier le pourcentage devient constant.

Il a été démontré que la libération de CN ne respecte aucun des ordres courant 0,1
ou 2. On maintient le pourcentage de CN% en fonction de la racine carrée du temps, on

obtient une linéarisation des points expérimentaux aux temps courts de la libération.
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- CN%
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Figure 127 : CN% libéré en fonction de la racine carrée du temps AGGO01 (T=25°C).

Cette libération est donc de type Fickien puisque la quantité du principe actif

libéree aux temps courts est en relation linaire avec la racine carrée du temps.

111.1V.2.Cinétiqgue de la libération des microcapsules AGG02-AGG09 :

Selon les modifications des parametres de formulation, on trace les graphes de
libération en fonction du temps et de la racine carrée du temps afin de voir l'influence de

changement de parametres de formulation sur la libération de I'agent actif.
¢ Influence de la vitesse d'abaissement de température entre 25°C et 15°C :

Les cinétiques de libération du CN (AGGO01 a AGGO05) sont représentées dans la
figure 128 :
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Figure 128 : CN% libéres en fonction du temps de AGG01 a AGGO05 (T=25°C).
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Figure 129 : CN% libérés en fonction de la racine carrée du temps de AGG01 a AGG05
(T=25°C).

On constate que si la vitesse de I'abaissement de température (entre 5°C et 15°C)
diminue, la libération du CN diminue ; mais en présence de PEG a 10% (AGGO05), le

pourcentage de libération augmente a cause de la finesse de la membrane.
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¢ Influence du temps d'émulsion :

Pour voir l'influence du temps de I'émulsion sur la libération du CN, on compare

I'étude de la libération de l'agent actif entre les deux microcapsules AGG01 et AGGO6.

CN %
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Figure 130 : CN% libéree en fonction du temps de AGGO01 et AGG06 (T=25°C).
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Figure 131 : CN% libérés en fonction de la racine carrée du temps de AGGO01 et AGG06

(T=25°C).

En diminuant le temps d'émulsion, on note que la quantité de CN libérée a partir

des microcapsules AGGO6 est faible comparant a celle libérée a partir de AGGO1.
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e Influence de la durée de la coacervation :

Pour voir I'effet de la durée de la coacervation sur la libération du CN, nous avons
comparé le pourcentage de CN% libérée a partir de AGG06 et AGGO7 car le seul parameétre
qui a éte modifié lors de la formulation de ces deux microsphéres c'est la duré de

coacervation.

Par la suite, on présente les pourcentages de libération de CN% a partir d AGG06

et AGGO07 en fonction du temps et de la racine carrée du temps
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Figure 132 : CN% libérés en fonction du temps de AGG06 et AGGO7 (T=25°C).
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Figure 133 : CN% libérés en fonction de la racine carrée du temps de AGG06 et AGGO7
(T=25°C).
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Les microcapsules AGGO06 et AGG07 ont des durées de coacervation différentes,
mais au point de vue libération, on constate selon les courbes cinétiques qu'il n'y a pas de
changement remarquable. On pourra donc conclure que la durée de coacervation n‘a aucune

influence sur la vitesse de libération.

e Influence du volume total de I'émulsion :

La libération du CN a partir des microcapsules obtenues (AGG08 et AGG09), ou
le volume total démulsion est dilué a 100mL, nous ajoutons soit de I'eau dans AGGO08 soit

une solution aqueuse en tensioactif dans AGGO9 est présenté sur la figure suivante

CN %
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40 - . * ’ ] [ ]
* . .
| |
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0 - : : : : . t(mn)
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Figure 134 : CN% libérés en fonction du temps d'AGG01, AGG08 et AGG09 (T=25°C).
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Figure 135 : CN% libérés en fonction de la racine carrée du temps d'AGGO01, AGGO8 et
AGG09 (T=25°C).

L'étude de la libération du CN encapsulé a été comparée entre AGG08 et AGG09
ou on a réalisé une dilution lors de la formulation, on note que ces formulations libérent le CN
moins que le AGGO0Lde référence. Cette différence est justifiée d'abord par le moment de la
réticulation qui s'est faite aprés gelification. On remarque aussi que AGGO08 libére moins que
AGGO09, cela peut étre justifié par la présence des coacervats dans I'échantillon d'AGGO08.

Daprées les différentes courbes obtenues, on remarque que toutes les libérations
présentent un effet retard. La libération du principe actif a partir des microcapsules est plus
importante, en raison de leurs petits diamétres et de la minceur de leurs membranes, facilitant
ainsi le passage (par diffusion) du principe actif. Or, pour pouvoir calculer les coefficients de
diffusion, il est nécessaire de connaitre I'épaisseur de lI'enveloppe polymérique. Dans le cas
des microcapsules obtenues, nous n'avons pas pu déterminer I'épaisseur de cette membrane
pour calculer les diffusivités car celle-ci est tres fragiles, non uniforme (cotés plus épais que
d'autres) et indéterminables par microscopie optique a cause des contrastes de lumiére.

Les illustrations du CN% libéré en fonction de la racine carrée du temps montrent
une bonne linéarité des premiers points expérimentaux de libération avec des coefficients de
régression supérieurs a 0,93. Les différents résultats exprimant I'équation de libération
CN%-=f (t'%) et le taux de CN libéré au temps infini sont présentés dans le tableau 31. Ces

résultats sont ordonnés de facon a pouvoir déterminer les effets des paramétres etudiés.
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Nom Equation de libération R2 tso (MnN) CN.,, %
CN%= f (t2)

AGGO01 y=4,24x-3,01 0,97 45 49,03
AGG02 y=317x+1,81 0,97 35 42,77
AGGO03 y=2,62x-2,20 0,98 50 34,07
AGG04 y=2,62x-4,13 0,93 50 31,83
AGGO05 y=393x+4,16 0,99 30 49,17
AGGO06 y=3,00x-2,78 0,95 50 39,33
AGGO7 y=3,21x-3,18 0,95 45 41,16
AGGO08 y =258 x-3,99 0,91 60 34,17
AGGO09 y =3,10 x - 0,65 0,98 40 40,13

Tableau 31 : Résultats des cinétiques de libération de CN a partir des microcapsules

préparées par coacervation complexe.
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111.V. Interprétation des résultats de libération des PA :

L'élaboration des systemes formulés dans le domaine pharmaceutique permet une
libération lente et progressive de l'agent actif. Cette technologie de formulation a pour
avantage de protéger le médicament et de prolonger sa demi-vie lors de sa diffusion vers le

milieu extérieur et donc son efficacité.

111.V.1. Interprétation des résultats de la libération des PA & partir des microspheéres :

Dans notre étude, aprés la préparation et la caractérisation des microparticules,
nous avons etudié la libération de I'agent actif encapsulé de fagon "in-vitro™ puisque nous
simulons les milieux d'étude choisis a deux systemes gastrique (pH=1,2) et intestinal
(pH=7,7).

Nous avons étudié l'influence des parametres du procédé sur la libération de
l'agent actif encapsulé. Le but est de contrbler la libération par le choix des paramétres
modifiés de formulation qui controlent particulierement la taille et la structure des
microparticules. Ces derniers sont destinés a un relargage au contact du milieu d'étude sans
intervention de forces mécaniques. Au vue de la courbe de libération présentée en fonction de
la racine de temps présentée dans la page 192, la libération de l'agent actif a partir de ces
systéemes microparticulaires est en général gouvernée par les phénomenes de diffusion.
Quand ces microparticules sont en contact avec le milieu d'étude, elles absorbent du liquide,
I'agent actif sera solubilisé et diffuse a I'extérieur de la matrice.

Les cinétiques de libération des agents actifs encapsulés sont établies et les
résultats obtenus sont présentés dans ce chapitre dans les pages 181-190.

En reliant la vitesse de libération du principe actif pour chaque formulation aux paramétres de
I'encapsulation étudiée (la vitesse d'agitation, la nature et le pourcentage de tensioactif, % PA,

nature de polymere, ...), on peut donner les conclusions suivantes :

e Influence de la vitesse d'agitation :
La taille des microsphéeres diminue sensiblement lorsqu'on augmente la vitesse

d'agitation. Toutefois, en comparant les résultats de libération des microspheres préparées
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dans les conditions (V=200, 400 et 600 rpm), on remarque que la vitesse de libération est
pratiquement la méme, On peut dire alors que dans cette gamme de vitesses, il n'y

pratiquement pas d'effet sur la vitesse de libération dans ce cas.

e Influence de la quantité initiale de principe actif :
La teneur en principe actif est importante lorsqu'on augmente la quantité initiale de
I'agent actif dans la formulation, en effet, les microsphéres préparés avec 80mg de procaine
libérent plus d'agent actif puisqu'elles contiennent plus. Ces résultats sont confirmés par les
valeurs de m,, calculées et classées dans le tableau 27 page 194, on note que la valeur de
m,=0,1236g dans le pH=1,2 et m,= 0,1015 g dans le pH=7,7 présente la grande valeur

obtenue correspondante aux microparticules préparées avec 0,8 g de principe actif.

e Influence de la nature de polymeére utilisé dans la formulation :

La variation du polymeére a un effet sur la libération de principe actif. Il est clair que
les microspheres préparées avec le PCL libérent le principe actif encapsulé "amoxicilline” en
un pourcentage plus grand a celui des microparticules préparees avec I'éthylcellulose. Cela est
expliqué par la faible masse polymérique du PCL (16830 g/mole), comparée a celle de
I'éthylcellulose utilisé (22 000 g/mole). Le masse maximale de libération : m.,= 0,1133g dans
les microspheres préparées avec le PCL et m,,= 0,0754 g pour les microsphéres préparées

avec EC, confirme la différence d'effet du polymeére sur le pourcentage libéré.

e Influence du pourcentage de tensioactif :

Pour le T80, on remarque qu'avec une concentration de 1%, les microsphéres liberent
le maximum de principe actif encapsulé, la m., = 0,0957g alors qu'avec 4% elle n'atteint que
0,0565 g. Ces résultats sont attendus puisque l'on déja remarque que le taux d'encapsulation
est elevé a cette concentration. Ainsi, l'augmentation de ce facteur de 1% a 4% induit a une
Iégere diminution de taille des microsphéres. Plus les microsphéres sont petites plus la surface
totale de contact avec le milieu de libération est plus importante, ce qui entraine une libération

plus rapide.
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e Influence de la nature de tensioactif :

A une concentration de 1% de T20 et de T80, les microsphéres libérent réguliérement
le principe actif pour tous les principes actifs encapsulés avec cette concentration, on note
aussi que les valeurs de m,, sont grandes a cette concentration.

Dans I'encapsulation d'amoxicilline, on a varié les tensioactifs utilisés (SDS, Gélatine
et T20), nous avons noté qu'avec le SDS la libération de I'agent actif est faible, par rapport
aux autres formulations préparées, et on note aussi que le pourcentage de principe actif libéré
a partir des microparticules préparées avec la gélatine est élevé surtout au premiers temps. Ces
résultats sont justifiés par la composition initiale en principe actif dans les microparticules :
(m; (TAG) > m; (TAV1) > m; (TAS)), ainsi confirmés par l'ordre cohérent des m., (m,, (TAG)
>m, (TAV1) > m, (TAS)).

e Influence du volume de la phase aqueuse :
Le pourcentage de principe actif libéré est en fonction de la quantité encapsulé. Les
profils de libération est en sens inverse avec le volume de la phase aqueuse utilisé, car les
microspheres preparées avec un volume de phase aqueuse élevé donne un faible rendement

d'encapsulation et par la suite le pourcentage de principe actif libéré sera aussi faible.

e Effet du solvant dans la phase organique :
Parmi toutes les formulations microsphéres préparées par évaporation de solvant la
TAO09, qui est préparée en présence d'un mélange de solvant avec un exces d'acétone, donne
un taux d'encapsulation important et par conséquent, le pourcentage de libération
d'amoxicilline est élevé par rapport a celle préparée en présence dune faible quantité

d'acétone.
e Discussion des valeurs de diffusivités :
Le coefficient de diffusion décrit la mobilité de la matiére diffusante a travers les

pores et les segments des chaines polymériques, apres sa solubilisation ; le mécanisme de

diffusion varie donc selon la structure de la matrice (porosité et taille de pores).
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La porosité des microsphéres préparées varie d'un échantillon a l'autre selon la

modification des parameétres.

On note que les coefficients de diffusion sont calculés a base de diametre dyo. Les
résultats de diffusivités des principes actifs étudiés aux temps courts et aux temps longs sont
faibles d'ordre de 10® & 10 dans les deux milieux (pH=1,2 et pH=7,7). Théoriquement, le
coefficient de diffusion efficace dépend de certains facteurs comme la porosité, la taille des
pores et leur distribution, la tortuosité ; ceci implique que la structure interne des
microspheres est influencée par les paramétres de I'encapsulation.

L'augmentation de vitesse d'agitation de 200 a 600 rpm fait diminuer les
coefficients de diffusion, les valeurs sont decroissantes aux temps courts et longs dans les
deux pH. Les mémes résultats sont obtenus si on augmente le % T80. On remarque que les
diffusivités diminuent de 3,73 107 cm®s® 41,01 107 cm®s™ aux temps courts de libération
dans le pH=1,2. lIs sont aussi du méme ordre de croissance au temps longs dans le pH=7,7.
D'autre part, l'augmentation du pourcentage en principe actif, fait diminuer aussi les
coefficients de diffusion, on peut supposer que dans les cas cités, la porosité diminue et que le
facteur de tortuosité augmente. Cela est confirmeé par d'autres chercheurs (120, 145, 188) qui
constatent que l'augmentation de la vitesse d"émulsion donne des microparticules de taille
plus petite avec une distribution en taille de pores plus petite.

Pour les microspheres préparées avec le tensioactif SDS, on note que les
coefficients de diffusion sont les plus grands. Cela est expliqué par la taille grande des pores
qui sont bien visibles sur les photos MEB. Les microsphéres préparées avec la gélatine
comme tensioactif ont des coefficients de diffusion de l'ordre de 107, ceci est expliqué par la

plus petite taille des microspheres obtenues et la faible porosité de la surface.

111.V. 2.Interprétation des résultats de la libération du CN a partir des microcapsules :

La libération du cinnamaldehyde a partir des systemes réservoirs (microcapsules)
a ete realisee dans un mélange eau/alcool a température de 25°C, et le suivi des concentrations
avec le temps a été réalisé par UV-VIS au Anax du cinnamaldehyde. Les figures 126, 128, 130,
132 et 134 représentent les profils de libération de CN a partir des formulations préparées

(AGGO1- AGG09).
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Le transfert du principe actif vers le milieu d'étude & travers la paroi représente
I'étape la plus lente car dans ces systémes réservoirs, la libération du principe actif est liée a la
largeur de membrane. La libération est donc gouvernée par la diffusion de matiere encapsulée
dans les microcapsules.

Dans l'ensemble des profils de libération, on a remarqué que le CN commence a
se libérer rapidement apres un temps faible (100mn), puis ils atteingnent directement le
deuxiéme palier ou les concentrations libérées sont presque constantes.

L'influence des parametres étudiés (vitesse de refroidissement, durée de
coacervation, l'ajout d'un réticulant, volume total de I'émulsion) n'est pas trés importante car la
libération de CN reste rapide dans la plupart des cas.

La comparaison de la libération de CN pour les échantillons (AGG01-AGGO05)
montre gque le taux de CN encapsulé est presque le méme. Cela est probablement di au fait
que les tailles des microparticules sont sensiblement voisines, alors que I'épaisseur de leurs
membrane ne sont pas facilement identifiable. Comme le montrent les profils de libération
correspondant, la libération de CN diminue avec la vitesse de I'abaissement de température
entre 15°C et 5°C. Cette observation pourrait s'expliquer par la diminution de porosité
provoquée par l'abaissement de la vitesse de refroidissement. La libération importante de CN
pour (AGGO5) pourrait s'expliquer par la finesse de sa membrane.

La diminution du temps d'émulsion a 15 min permet d'avoir des microcapsules de
grande taille par rapport aux microcapsules (AGGO01). Cela est di a la durée du cisaillement
des microgouttelettes formées lors de I'émulsion. De ce fait la surface de contact avec le
milieu d'étude est faible dans AGGO06 qui conduit a un faible pourcentage de libération. Par
contre, en changeant la durée de la coacervation, on n‘aura pas d'influence sur la libération du
fait que ce parametre n'influe ni sur la taille des microcapsules et ni sur le taux
d'encapsulation.

En présence du tensioactif et de PEG lors de la formulation (AGGQ9), le
pourcentage de CN libéré est grand par rapport aux formulations préparées sans T20
(AGGO08). Les microcapsules de faible taille obtenues dans ce cas conduisent & une grande
surface de contact avec le milieu d'étude et dons a une diffusion du cinnamaldehyde

importante.
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111.V.3.Caractérisation des microsphéres aprés libération :

Trois échantillons microsphéres préparées ont été caractérisés par MEB apres
libération de principe actif. Une analyse MEB a été réalisée sur les microsphere (TAQO1) apres
10heurs de libération (figure 136) et deux autres photos MEB des microspheres (TAV1 et
TATL) ont été réalisés apres la fin de I'étude de libération de principe actif.

Les microsphéres caractérisées par MEB aprés libération ont été récupérées du
milieu (pH=1,2) par filtration puis sechées a I'étuve (T=40°C) pendant 1 heurs pour éliminer

toutes traces de liquide trouvés sur la surface ou dans les pores des microspheres.

AV T WD |mag o mode| - - e —— HV | WD mag o mode - 400 pm
550 kV88mm 50x SE 5.50 kV/8.0 mm 400 x SE

Figure 136 : Photos MEB des microsphéres TAO1 apres 10 heures de libération.

L'analyse MEB de TAO1 aprés 10 heures de libération en milieu acide (T=37 °C)
montre que la surface des microspheres devient tres ridée et elle commence a perdre la forme
spherique. Aprés une période de 10 heures, la surface des microparticules apparait
particulierement effondrée par la perte dampicilline en solution. La collection de
microparticules montre clairement l'affaissement pour 6 microspheres plus de treize. Cette
différence peut étre expliquée par I'hétérogénéité de la composition "éthylcellulose-

ampicilline™ du systeme de matrice interne.
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cMode | mode mag © WD |det| HV vacMode mode -
/vacuum | SE 350 x 8.2 mm|LFD|5.70 kV Low vacuum SE

Figure 137 : Photos MEB des microsphéres TAV1 apres libération.

L'analyse MEB de TAV1 et TAT1 apres libération en milieu acide (T=37 °C)
montre que la totalité des microspheres devienne non sphériques avec des trous trés larges.
Elles sont devenues comme une grille. Ces images montrent que les microparticules préparées
par évaporation de solvant sont de type matriciel, car ce qui est présent sur les photos MEB
apres libération représente la matrice polymérique non soluble dans le milieu d'étude et les
trous représentent I'emplacement de principe actif qui quitte la microsphere aprés la
pénétration de I'eau a l'intérieur de particule et sa solubilite.

On remarque aussi que les formes des microparticules apres libération sont

différentes les unes des autres en volume total, volumes de pores, tailles des solides restants.
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Ce résultat est expliqué par I'hétérogénéité de la composition "éthylcellulose- principe actif"

d'une microsphére a une autre.

mag = WD |det| HV vacMode' modé - mag © WD |det| HV vacMode mode ——————— 300 pm
60 x 8.2 mm|LFD 5.70 kV Low vacuum 3 2 21

vacMod

g o
700 x 8.3 mm LFD/5.70 kV Low vacuum SE

Figure 138 : Photos MEB des microsphéres TAT1 apreés libération.
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111.VI1.Tests biologiques :

111.V1.1. Introduction :

Le premier défi a relever lorsque 1’on veut administrer des principes actifs via des
microparticules est celui de la stabilité de ces agents actifs pendant I’encapsulation. En effet,
les macromolécules sont trés fragiles et elles peuvent s’agréger ou subir des dégradations
chimiques (216). Si l'agent actif est modifié chimiquement lors de la préparation des
microsphéres, il ne pourra pas étre reconnu dans 1’organisme. Son activité biologique sera
altérée, et pourra méme présenter des effets inattendus. Enfin sa libération a travers les pores
créés dans les microspheres sera difficile. Une autre difficulté majeure du développement de
microspheres est liée a 1’utilisation de solvants organiques toxiques. En effet la méthode
classique d'émulsion utilisée pour préparer des microsphéres nécessite 1’utilisation de solvants

volatils toxiques (dichlorométhane, acétone) dans la phase organique.

111.VV1.2. Détermination des CMI :

Les tests biologiques réalisés nous permettent de vérifier I'efficacité des agents

antibiotique apres leur encapsulation. On remarque une décroissance en nombre de bactéries,

ce qui nous amene a dire que les antibiotiques libérés attaquent ces organismes.

DO a 620mm

S
~~ ; B
] C'(mole/L)

“

Figure 139 : Histogramme de I'évolution de I'ampicilline sur la croissance bactérienne dans le

milieu LB.
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DO at 620mm I

2 :; C (mole/L)

Figure 140 : Histogramme de I'évolution d'ampicilline sur la croissance bactérienne dans le

milieu MH.

A partir du tableau 18, nous évaluons la concentration minimale inhibitrice de

I'antibiotique pour chaque bactérie. Cette concentration (CMI) est définie comme

la plus

petite concentration d’antibiotique qui inhibe toute culture visible d’une souche bactérienne

aprés 18 heures de culture a 37°C. Cette valeur caractérise 1’effet bactériostatique d’un

antibiotique. Elle est déterminée soit par observation en UV-VIS soit par I'absence de

visible.

trouble

A partir de ces histogrammes (Figures 139 et 140), on peut tirer les

concentrations minimales inhibitrices (CMI) d'amoxicilline et d'ampicilline pour chaque
bactérie. Dans le tableau suivant, on présente les CMI correspondantes :
Milieu d’étude Milieu LB Milieu MH

Bactéries K S E.C P K S E.C P
Camp (mole/L) / | 210 | 8.10° | 2.10° / 2.10° | 4.10° | 2.10°
Camo (mole/L) | 10° | 8.10° | 4.10° | 2.10” / 8.10° | 10° | 8.10°

Tableau 32 : Concentrations minimales inhibitrices d'ampicilline et d'amoxicilline.
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111.VV1.3.Courbe de croissance :

Au cours de ce travail a été réalisée la courbe de croissance de 10° bactéries
d'Echerichia coli dans 50mL de milieu de culture (MH) pendant 24h. Nous obtenons quatre
phases : phase de latence, phase daccélération, phase maximale stationnaire et la phase de
déclin. Dans la partie suivante a éte étudié l'effet de 1g de microsphéres (TAO3 et TAV1)
introduit au début de la phase maximale stationnaire (aprés 11h). Les résultats obtenus sont

représentés sur les courbes de figures 141 et 142,

Nombre de
bactéri . .
Eﬂt:ﬂfs ' Couwrbe de croissance E.C
95 -
23.10 "~=  Courbe de croissance EC +TAD3
20.10°
M
15.10 T \
&
10.10 )
310 ", *
.'r “\‘
107 /’ --H"a
» — . Temps= (heure)
0 5 10 15 20 23 30

Figure 141 : Courbe de croissance bactérienne en presence des microsphéres

TAO3.
MNombre de
bacténes
2510 Y Courbe de croissance EC
h""'. Courbe de croissanceEC +TAVL
20.10° —
R
6 e
15.10 \ y
1I]'.ID'6 1 | e,
P \ .
310 A . . .
105 - -
,—/ “"-—l-., Temps (heurs)
] : : : : : !
Q 5 10 15 20 25 30

Figure 142 : Courbe de croissance bactérienne en présence des microsphéres TAV1.
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Sur les figures 141 et 142 sont présentées au dela de 1lheures les courbes de
croissance de la bactérie (E.C) en présence des microsphéres TA03 et TAVL, on tire les

conclusions suivantes :

e Le taux de croissance nul (u=0) dure 1h. C'est le temps nécessaire a la bactérie
pour synthétiser les enzymes adaptés au nouveau substrat correspond a la
phase de latence, suivie en absence des microspheres.

e On observe ensuite une accelération de la vitesse de croissance allant de 2h a
11h environ. Cette étape réalisée en absence des microspheres, est la phase
d'accélération. On introduit les microsphéres a la fin de cette derniére étape.

e |l y'a absence de la phase maximale stationnaire ot le taux de croissance
devient nul (u= 0). et ot on note une décroissance des bactéries dle a la
libération prolongée des antibiotiques.

e On remarque que la vitesse de diminution est faible aux premiers instants cela
peut étre expliqué par la faible concentration libérée en antibiotiques.

e La forte décroissance apres 16 heures est dii a la grande concentration libérée

en antibiotique.

Cette étude nous permet de vérifier l'efficacité des antibiotiques apres
encapsulation, on note que les antibiotiques sont actifs méme apres I'encapsulation.
L'introduction des microsphéres dans les souches bactériennes résulte une diminution de
croissance bactérienne jusqu'a la meure totale des bacteries. Cette étude confirme que la
microencapsulation est une meilleure méthode pour la préparation des formulations utilisées

en libération prolongée des agents actifs.
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Figure 143 : Courbes représentatives de I'effet d'/AM libéré sur la décroissance des bacteéries.

Sur la figure 143, on remarque qu'a l'introduction des microsphéres dans le milieu

d'étude, la croissance bactérienne diminue progressivement, Ce résultat montre que les

molécules d'ampicilline se diffusent de microspheres agissent contre les bactéries. On note

aussi que la concentration d'ampicilline libérée dés l'introduction des microsphéres dépasse la

concentration micellaire inhibitrice et qu'elle suffira pour immobiliser la croissance

bactérienne.

Les mémes remarques ont été tirées de la figure 144, on note que les systemes

"microspheres™ permettent la libération d'amoxicilline qui agissent sur les microorganismes

choisies.
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Figure 144 : Courbes représentatives de l'effet d'AMO libéré sur la décroissance des

bactéries.
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Conclusion Générale

Pour permettre le prolongement de la libération des substances biologiquement
actives, deux différentes techniques de la microencapsulation ont été appliquées pour la
protection de I’agent actif et la modification de sa libération dans un milieu physiologique

reconstitué a température contrélée.

Pour cela, trois molécules actives, 1’ampicilline, 1’amoxicilline et la procaine et
trois molécules modeles, le p-aminoacétophénone, le tétra phényl porphyrine et le
cinnamaldehyde ont été encapsulées. Ce dernier liquide a été encapsulé par coacervation
complexe dans différentes conditions utilisant deux polymeres biodégradables : la gomme
arabique et la gélatine. Les autres principes actifs ont été encapsulés par évaporation de
solvant avec changement de plusieurs parameétres de formulation comme les polyméres

d’enrobage, le solvant, et la vitesse d’agitation...etc.

Les microparticules préparées ont été caractérisées par FTIR, Microscopie

Optique et Electronique a balayage, DSC et DRX.

Les microcapsules de type "réservoir" préparées par la méthode de coacervation
complexe appliquée au cinnamaldehyde liquide sont sphériques de diamétres 90um a 180um,

obtenues des taux d'encapsulation trés élevés atteignent les 96%.

Les microsphéres réservees a nos principes actifs solides sont de type "matriciel”
préparées selon la méthode de I'évaporation de solvant (O/W) engageant comme matrice
I'éthylcellulose polymere biocompatible. Les microspheres décrites dans ce travail sont de
morphologie sphérique rigide, de porosité et de taux d'encapsulation variable selon les

parametres utilisés.

Le relargage des principes actifs encapsulés a été étudié a partir des deux types de
microparticules préparées plongés dans les milieux d'étude agités aux pH physiologiques
reconstitués aux pH=1,2 et 7,7 a T=37°C.

L'application des modeéles mathématiques d’Higuchi et de Korsmeyer —Peppas a
nos résultats montre que la libération des agents actifs est régie essentiellement par le
phénomeéne de diffusion.
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L'analyse en microscope électronique a balayage (MEB) des microsphéres apres
libération presque totale de I'agent actif montre des microsphéres trés ridées avec perte de la
forme sphérique par effondrement de cette derniere. Vidée de son agent libéré et solubilisé

dans le bain aqueux agité seule est visible la matrice ethylcellulose insoluble.

Les tests biologiques réalisés sur plusieurs souches bactériennes nous ont permis
de vérifier le maintien de I'efficacité des deux antibiotiques Ampicilline et Amoxicilline aprés
leur encapsulation, avec une prolongation substantielle de leur action sur la destruction totale
des bactéries. Notre étude confirme que la microencapsulation des deux antibiotiques est une

méthode meilleure pour l'utilisation de formulations a libération prolongée.

Il est prévu de préparer a I’avenir d’autres systémes porteurs de médicaments tels
que les liposomes et les nanoparticules pour améliorer 1’effet retard. Ce type d'étude devrait

enfin étre complété a I'avenir par des tests in-vivo si l'université se dote de I'animalerie.
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Etude de la libération de principes actifs aux pH physiologiques a partir de

microparticules préparées et caractérisées. Tests biologiques.
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Résumé:

Ce travail faisant l'objet concerne I'étude cinétique de la libération de quelques principes actifs
(ampicilline, amoxicilline, procaine, cinnamaldéhyde et le tetraphenylporphyrine) en milieu hétérogéene
a pH=1,2 et pH=7,7 a partir des microparticules. Les microparticules ont été préparées par coacervation
complexe et par évaporation de solvant dans differentes conditions. Les microparticules obtenues ont
été caractérisées par IR, Microscopie optique et éléctronique a balayage, DSC, DRX pour étudier
I'effet de la variation des parameétres de formulation sur la taille et la morphologie des microparticules.

L’application a nos résultats des solutions analytiques proposées par Crank, Higuchi et
Korsmeyer& Peppas démontre que la libération de principe actif est réglée par la diffusion. Ces
résultats laissent envisager un effet retard conséquent pour les systemes microparticulaires testés. Des
tests bilogiques sur les microparticules chargées d’antibiotiques ont été réalisés sur des souches
bactériennes pour verifier 1’éfficacité de 1’agent actif encapsulé. Des résultats positifs ont été obtenus.

Abstract:

The aim of this work is the study of the release of some active agent
(ampicillin,amoxicillin,procaine, cinnamaldehyde and tetraphenylporphyrin) in heterogeneous medium
at pH=1.2 and pH=7.7 from microparticles systems.

These microparticles were prepared by complex coacervation and solvent evaporated method in
different conditions. These microparticles were characterized by IR, Optic microscope, SEM, DSC and
DRX to study the effect of changes parameters on the size and morphology of the microparticles.

The modelization of our results with Crank’s, Higuchi Korsmeyer& Peppas’s equation
demonstrates that the release of active agent is controlled by diffusion and the rate constant could be
calculated in each case. Biological tests on the microparticles loaded with antibiotics were performed
on bacterial strains to verify the effiency on the encapsulated active agent. Positive results were
obtained
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