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RESUME

L’objectif de cette thése s’articule autour de la formulation de microcapsules a libération
prolongée a base d’un principe actif médicamenteux appartenant a la famille des anti-hyper
tenseurs qui est 1’Acébutolol, dans un systéme matriciel issus de 1’interaction électrostatique
de biopolymeres. Deux techniques ont été étudiées, la premiére repose sur le procédé de
gélification ionotropique moyennant I’alginate de sodium, un polysaccharide connu pour ses
propriétés de former un gel, en présence des ions divalents comme le calcium. La deuxiéme
technique est basée quant a elle, sur le procédé de coacervation complexe entre un
polysaccharide et une protéine. Le choix de ces biopolymeres est justifié par leur caractére
biodégradable, bien toléré par I’organisme vivant et formulés dans des conditions aqueuses ne
faisant pas appel aux solvants organiques tout en garantissant une libération prolongée et une

protection optimale de la substance active.

Les résultats obtenus ont démontré I’effet prolongé de la libération du principe actif a partir
de telles matrices, et ce pour les deux types de formulations. L’étude des mélanges binaires
alginate de sodium et gélatine sur le plan rhéologique, électrocinétique et granulométrique, a
mis en évidence un pH optimale, situé entre 3.5 et 4, ou les interaction sont & leur maximum
pour des ratio (Pr :Ps) compris entre 3/1 et 4/1 . L’étude des profils pharmacocinétiques avec
la modélisation mathématique par le modele de Weibull, (pour les premiéres formulations) et
Kross Meyer Peppas (pour les deuxiemes formulations), a mis en évidence un mécanisme de
libération de type diffusionel, et dont la constante de libération est gouvernée essentiellement
par la concentration en polymere et le ratio (Pr:Ps).

Mots clés : Acébutolol, libération prolongée, gélification ionotropique, coacervation

complexe, rhéologie, profil pharmacocinétique.
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ABSTRACT

The objective of this work was around the formulation of sustained-release microcapsules
based on a medicinal active principle belonging to the family of anti-hyper-tensors which is
Acebutolol, in a matrix system resulting from the electrostatic interaction of biopolymers.
Two techniques were studied, the first based on the ionotropic gelling process using sodium
alginate, a polysaccharide known for its properties of the old gel, in the presence of divalent
ions such as calcium. The second technique is based on the process of complex coacervation
between a polysaccharide and a protein. The choice of these biopolymers is justified by their
biodegradable nature, well tolerated by the living organism and formulated under aqueous
conditions which do not use organic solvents while guaranteeing prolonged release and
optimal protection of the active substance.

The results obtained demonstrated the prolonged effect of the release of the active ingredient
from such matrices, for both types of formulation. The study of the binary mixtures of sodium
alginate and gelatin on the rheological, electrokinetic and granulometric level, highlighted an
optimal pH of maximum interaction at ratios (Pr: Ps) between 3/1 and 4/1. The study of
pharmacokinetic profiles with mathematical modeling by the Weibull model, (for the first
formulations) and Kross Meyer Peppas (for the second formulations), indicated a release
mechanism of the diffusion type, and whose constant of release is mainly governed by the

polymer concentration and the ratio (Pr: Ps)

Key words: Protein, Polysaccharide, Prolonged release, lonotropic gelation, coacervation

complex, Rheology, pharmacokinetic profile.
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Introduction générale



Introduction et problématique

L’idéal pour un galéniste est de parvenir a une formulation pharmaceutique de telle sorte
qu’on puisse obtenir un début d’action rapide et de maintenir cette action aussi longtemps que
possible, grace a des concentrations sanguines en principes actifs, stables et au seuil de
I’efficacité [1].

Cette mission 6 combien complexe nécessite une parfaite connaissance et maitrise des
nouvelles formes pharmaceutiques avec tous ce que cela impligue comme techniques et
procédés de fabrication et de contrble, orientés vers le prolongement et la modulation de

libération du PA a partir de sa matrice, d’ou le concept de libération prolongée.

La microencapsulation est une méthode tres intéressante qui permet a la fois de protéger
la matiere encapsulée mais aussi de prolonger sa libération tout en assurant une stabilité
optimale. Ces dernieres années le recours a des polymeéres biodégradables en tant que
véhicules médicamenteux a permis 1’administration de microparticules chargées en principe
actif pour une libération prolongée sous forme d’implant biodégradable sans avoir recours a
les retirer une fois la substance médicamenteuse libérée. Aujourd’hui les microcapsules
biodégradables constituent des systemes thérapeutiques de choix qui ont fait 1’objet de
nombreuses études faisant application a des molécules pharmaceutiques variées tels les

stéroides et les anticonceptionnels [2].

Néanmoins le défi des chercheurs est I'utilisation de ces microcapsules biodégradables dans le
cas de principes actifs tres fragiles de demi-vie plasmatique assez courte, ou dont la
biodisponibilit¢ par voie conventionnelle est faible, c’est le cas notamment de
macromolécules biologiquement actives tels les peptides, les protéines, les antigenes ainsi que
differentes molécules de nature hydrophile a I’exemple des molécules a activité
cardiovasculaire comme les bétabloquants. Lesdites molécules souffrent a la fois d’une faible

demi-vie biologique et un coefficient d’extraction hépatique élevé [3].



La majorité des travaux de recherche effectués sur I’encapsulation des médicaments a porté
sur les ingrédients liposolubles (faiblement solubles) et le peu d’études effectuées sur
I’encapsulation dans le domaine pharmaceutique ont utilisé¢ des matériaux non biodégradables

nécessitant des solvants organiques souvent toxiques [4].

Les biopolymeres tels que les polysaccharides et les protéines , largement disponibles dans la
nature et en plus facilement biodégradables constituent une source intéressante de matériaux
nécessaires a 1’encapsulation des principes actifs médicamenteux hydrosolubles par la
formation de complexe. Ce type de biopolymere en raison de leur charge (cationique ou
anionique) permet de former des complexes sur une grande gamme de pH qui convient bien
aux principes actifs hydrosolubles, généralement polaires ou chargés, qui seront donc attirés

par I’un ou I’autre des biopolymeéres pendant le mécanisme de complexation [5].

Aujourd’hui la microencapsulation d’ingrédient pharmaceutique par les biopolymeéres, vise
a comprendre certains aspects liés aux interactions entre biopolymeres et 1’utilisation de ce
type d’interactions en vue de concevoir des microcapsules pour la libération prolongée ou
contrdlée de principe actif hydrosoluble (a demi-vie plasmatique courte) et la compréhension

des mécanismes mis en jeu [6].

Vu l’intérét grandissant des substances médicamenteuses hydrosolubles administrables
sous cette forme galénique, nous avons orienté notre étude vers le développement de
microcapsules biodégradables a base de principe actif hydrosoluble appartenant a la famille
des anti-hypertenseurs. La matrice d’encapsulation est issue du complexe formé entre
biopolymeres de type polysaccharides / protéines donc biodégradables, a travers la mise a
profit des interactions électrostatiques en vue de générer un complexe polymérique pouvant

maitriser voire controler la libération de ce type de principe actif.

L’objectif de cette thése s’articule autour de la formulation de microcapsules a libération
prolongée a base d’un principe actif médicamenteux appartenant a la famille des anti-hyper
tenseurs dans un systéme matriciel issu de I’interaction électrostatique de biopolyméres

protéine et des polysaccharides, par la technique de coacervation complexe.



L’intérét de cette matrice n’est plus a démontrer puisqu’il s’agit de matrice biodégradable a
base de biopolymeéres bien tolérés par 1’organisme vivant et formulée dans des conditions
aqueuses ne faisant pas appel aux solvants organiques tout en garantissant une libération

prolongée et une protection optimale de la substance active.

Pour notre étude, le choix de la substance médicamenteuse candidate Acébutolol est justifié

par deux arguments essentiels :

» D’abord du fait qu’elle appartient aux médicaments antihypertenseurs (AHT) de la
famille des bétabloquants, prescrits généralement pour un traitement de longue durée
(maladies chroniques), nécessitant une concentration plasmatique efficace soutenue.
Néanmoins cette molécule est caractérisée par une cinétique d’élimination, par les
voies biologiques, trés rapide donc une demi-vie plasmatique assez courte.
L’adaptation de telle molécule en forme a libération prolongée et soutenue constitue

un véritable challenge dans la formulation galénique méritant d’étre étudié.

» D’autre part et du point de vue chimique cette substance est caractérisée par sa
grande hydro-solubilité ce qui rend aussi son adaptation en forme a libération
soutenue ou prolongée tres difficile en raison de sa grande diffusion a travers les

matrices conventionnelles.

Ce manuscrit a été structuré comme suit :

Une partie étude bibliographique subdivisée en trois chapitres :

e Le chapitre I : consacre au rappel des formes a libération prolongée leur classification
et les mécanismes de libération du PA mis en jeu.

e Le chapitre Il : fait état de la microencapsulation son intérét et application, ainsi que
les méthodes de caractérisation.

e Le chapitre 111 : développe les types d’interactions entre les protéines et les

polysaccharides et les divers facteurs influencant le mécanisme de coacervation.



Une partie travaux personnels qui comprend essentiellement deux chapitres :

» Chapitre 1V : dédié aux matériels et méthodes des études expérimentales, dans lequel
nous décrivons le materiel utilise, la préparation des échantillons, les protocoles
expérimentaux ainsi que les différentes techniques utilisées pour la caractérisation
granulométrique, électrocinétique, rhéologique et biopharmaceutique des formulations

préparees.

» Chapitre V : consacré aux résultats obtenus et leurs discussions selon la chronologie

des étapes parcourues a savoir :

e Microencapsulation par le premier procédé de gélification ionotropique : ou on
exposera les résultats des différentes caractérisations technologiques et
biopharmaceutiques des microcapsules.

e FEtude des interactions issues des mélanges binaires gélatine-alginate de
sodium lorsqu’ils sont en présence concomitante en solution aqueuse, en
mettant en exergue les éventuelles interactions en faveur de la formation de
complexes et par conséquent, nous identifierons les conditions optimales qui
meénent a cette complexation, et ceci en exploitant diverses techniques de
caractérisation rhéologique, spectroscopique et autres.

e Microencapsulation par le deuxiéme procédé : la coacervation complexe, les
microcapsules obtenues seront caractérisées et évaluées sur le plan

physicochimique et biopharmaceutique.

Ce travail s’achéve par une conclusion et ouvre des perspectives meéritant d’étre poursuivies

et développées postérieurement.



Chapitre I :

Formes galéniques a libération
prolongée : concept et mécanisme
de libération



I. Formes galéniques a liberation modifiée destinées a la voie orale
I.1. Notion de la libération modifiée/conventionnelle

Pour que le principe actif (PA) exerce de facon efficace son activité thérapeutique, il est
nécessaire que sa concentration sanguine atteigne un taux suffisant pour un effet
thérapeutique mais pas supérieur au seuil de toxicité. Cette fourchette de concentration
sanguine est nommée « Zone thérapeutique » [7] (Figure 1.1). Ainsi, pour satisfaire ces
exigences d’absorption et de concentration sanguine, 1’administration orale requiert certains

criteres telles que :

- Lasolubilité du PA dans le tube digestif
- L’absorption du PA a travers la barriére gastro-intestinale

- Ladistribution du PA a travers 1’organisme jusqu’a sa cible.

La forme pharmaceutique est une présentation du PA qui peut néanmoins participer a son
activité¢ thérapeutique. Les systémes d’administration des médicaments consistent en des
formulations ou des technologies permettant au PA de satisfaire aux exigences citées
précédemment et d’atteindre sa cible pour y exercer son action thérapeutique. Ces systémes
d’administration sont primordiaux pour une administration efficace, slre et pratique.

Ainsi, pour améliorer 1’efficacité des PA, des systemes d’administration existent pour
modifier et moduler leur solubilité, restreindre leur libération a un site spécifique, ou réduire
leur dégradation indésirable dans I’estomac ou dans la circulation sanguine [8-10].

Les formes a libération conventionnelle (immédiate) sont des formes pour lesquelles la
libération du principe actif n’a pas fait ’objet d’'une modification délibérée résultante de la
mise en ceuvre d’une formulation particuliére et/ou d’un procédé de fabrication spécial. Dans
ce cas, le profil de dissolution du principe actif dépend essentiellement de ses propriétés

intrinséques.

Les formes a libération modifiee sont des formes pharmaceutiques préparees avec des
excipients spéciaux ou par des procédés particuliers, ou les deux, visant a modifier la vitesse,
le lieu ou le moment de libération de la (ou des) substance(s) active(s). Ce sont des
préparations dont la vitesse de libération du (ou des) principe(s) actif(s) est inférieure ou
supérieure a celle qu’assurerait la forme a libération conventionnelle administrée par la méme

voie [11].
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Figure 1.1 : Profil de libération des formes conventionnelles [7]

I.1.2. Classification des formes galénique selon le mode de libération

La phase d’absorption des PA est intimement liée a la phase de libération de sa formulation
galénique et de dissolution dans le milieu biologique correspondant au site d’administration.
Ainsi la phase de libération et celle de dissolution sont les facteurs limitant de la phase
d’absorption. Ces facteurs limitant sont les outils de la conception des formes a libération
modifiée. La vitesse de libération du PA de la forme galénique peut étre accélérée, retardée,
prolongée et soutenue par rapport a la libération immédiate grace a des formulations, des

excipients ou des processus de fabrication différents.

Sous DI’expression « forme a libération modifiée » (modified release dosage forms), on
distingue les formes a libération retardée (delayed release dosage forms) qui retardent la
libération et les formes a libération ralentie (extended release dosage forms) qui prolongent ou
ralentissent la libération. Les formes a libération modifiée sont celles dont la vitesse de
libération est modifiée par rapport a la vitesse de libération immédiate ou conventionnelle
[14].

En plus des formes a libération immédiate, la classification des formes galéniques orales a
libération modifiée, selon le mode de libération du PA a partir de sa matrice peut étre

présentée ci-dessous [3] (Figure 1.2):



e Formes galéniques a libération prolongée
e Formes galéniques a libération retardée
e Formes galéniques a libération répétée

e Formes galéniques a libération accélérée

e Formes galéniques a libération soutenue

a) Formes a libération immédiate

Appelées aussi formes a libération conventionnelle, le PA ne subit aucune restriction limitant
sa libération a partir de sa forme galénique (Figure 1.2.Courbes 1 et 2 en cas de double dose)
[12].

b) Formes a libération prolongée

Appelée aussi formes a libération progressive (continue). Elles libérent d’abord une dose
initiale de PA : DI, puis la libération est progressive. La concentration plasmatique efficace
est maintenue beaucoup plus longtemps par rapport aux formes conventionnelles. La
libération prolongée est le résultat d’une formulation particuliére et/ou d’un procédé de
fabrication spécial. Leur préparation, quelle que soit leur voie d’administration, exige tout
d’abord une connaissance parfaite des paramétres physico-chimiques et pharmacocinétiques
du ou des principes actifs (Figure 1.2. Courbes 3) [12].

c) Formes a libération retardée

Appelée également forme a action différée, le début de la libération présente un temps de
latence par rapport a la forme conventionnelle (figure 1.2.courbe 4). La libération retardée est
le résultat d’une formulation particuliére ou un procédé de fabrication spécial [13].

d) Formes a libération répétée

Appelée aussi forme a libération fractionnée, dont les particules de principe actif sont
séparees en plusieurs fractions de vitesse de dissolution différente. Elles permettent d’obtenir
des concentrations plasmatiques décroissantes au cours du temps, mais toujours supérieure a
la concentration minimale efficace pendant environ 12 heures (Figure 1.2.courbe 5) [12].

e) Forme a libération accéléree

C’est un type particulier de forme a libération modifiée se caractérisant par une vitesse de
libération du principe actif supérieure a celle qu'assurait la forme a libération conventionnelle

administrée par la méme Voie [12].



f) Forme a libération soutenue

Ces formes liberent une dose initiale (DI) suffisante pour aboutir rapidement a la réponse
pharmacologique désirée. Elles continuent a libérer ensuite le principe actif pour maintenir le
niveau initial d’activit¢ [12]. La figure 1.2 résume les différents cas mentionnés
précédemment sous forme de courbures.

Concentration
plasmatique

Temps

Figure 1.2 : Evaluation des concentrations plasmatiques en fonction du type de forme de

libération administré par voie extravasculaire [12]



1.2 Formes galéniques solides a libération prolongée destinées a la voie orale

1.2.1. Définition
Les formes a libération prolongée sont définies dans la pharmacopée européenne dans son
glossaire, comme un type particulier de formes a libération modifiées se caractérisant par une
vitesse de libération du ou des principes actifs inférieure a celle qu’assurait la forme a
libération conventionnelle administrée par la méme voie.
La libération prolongée d’un principe actif est celle pour laquelle la dose unitaire totale est
retenue au sein d’un systéme controlant la vitesse de libération. La rétention du principe actif
peut étre faite par son inclusion dans un excipient insoluble dans les liquides de 1’organisme
qui forme ainsi une espece de matrice a partir de laquelle le principe actif sera libéré
lentement [3].
1.2.2. Polymeres responsables de la libération prolongée
Pour la réalisation des formes médicamenteuses a libération prolongée, il est essentiel de faire
appel a des matériaux de nature polymérique. Ces composées sont pour la plupart entiérement
synthétiques, ce qui permet d’adapter leurs caractéristiques au but visé. Le role joué par le

polymere varie en fonction du mécanisme de libération et de la forme médicamenteuse [15].

Indépendamment du mode de libération, trois grands groupes de polymeres sont distingués :

o Polymeres hydrophobes
Ces polymeres se caractérisent essentiellement par leurs mauvaises mouillabilités qui peuvent
restreindre le contact entre les formes médicamenteuses et les tissus environnants. En
revanche, ces composés sont tres inertes chimiquement ce qui les rend aptes a solubiliser
certains principes actifs. On cite comme exemple de polymere dans ce cas, le
polydiméthylsiloxane, le copolymére d’éthyléne et d’acétate de vinyle, etc. [15].

o Polymeres hydrophiles
Ce sont des polymeéres réticulés a gonflement limité. Une fois imbibés ils forment des
hydrogels. Le réseau tridimensionnel qui constitue soit la membrane du systéme réservoir soit
le support de la matrice, permet de contrbler la libération de la substance active. Les
polyméres utilisés sont, le polyacrylamide, les poly (méthacrylates d’hydroxy-2éthyle) [15].

o Polymeres biodégradables
Ce sont les polymeéres qui assurent un systéeme biodégradable ou résorbable, c’est-a-dire
capable d’étres scindés chimiquement et finalement d’étres excrétés par les voies habituelles
(urinaires, fecale, respiratoires). Cependant, ces termes recouvrent également des polymeéres

subissant une perte de poids, mais qui n‘aboutissent pas a des molécules suffisamment petites

10



pour étre éliminées du corps. Ces polymeres sont répartis en fonction de leurs mécanismes

d’érosions, par rapport a leurs modes de solubilisations [15].

1.3. Intéréts et limites des formes a libération prolongée

1.3.1. Avantages

Diminution de nombre de prise quotidienne d’ou gain de temps en milieu hospitalier,
simplification pour le malade, diminution de risque d’erreur dans I’application de la
posologie, meilleure complaisance chez le patient, Principe du < once a Day >.
Maintien sur un temps prolongé de taux sanguins efficace pour des principes actifs de
demi-vie relativement courte permettant, un traitement continue, la libération
continuant pendant la période nocturne.

Diminution voire suppression des effets secondaire indésirable, provoqués par de
fortes concentrations de médicament libéré rapidement au lieu d’administration ou

absorption [12].

Ces formes ont le mérite d’approcher, a défaut d’atteindre, un profil thérapeutique idéalisé et

de contribuer grandement a ’efficacité du traitement, tel qu’il est illustré dans la (Figure 1.3)

suivante :

Concentration

plasmatique

1| Forme a libération rapide

E Forime a libération lente

Temps

Figure 1.3 : Profil différentiel de libération d’une forme rapide et une forme lente [12]

1.3.2. Inconvénients

Risque d’accumulation en fonction de la vitesse d’élimination
Impossibilité de maitriser rapidement les accidents d’intolérance ou d’intoxication.
Ils ne peuvent étre broyé et croqué.

Mangue de reproductibilité en fonction de la vidange gastrique : importance de

moment de prise [16].
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1.4. Mécanismes de libération de PA a partir des formes a libération prolongee

1.4.1. La dissolution Le taux de dissolution est un facteur tres important dans le contréle de la
libération d’un principe actif, donc la préparation des formes pharmaceutiques a libération
prolongée a pu étre réalisée en diminuant leur taux de dissolution. Les approches pour réaliser
ceci, incluent la préparation des sels ou des dérivés appropriés, induisant la substance active
d'un matériel ralentisseur de dissolution, ou incorporer le principe actif dans un comprimé

enrobé a 1’aide d’un agent d’enrobage a faible vitesse de dissolution [17].

Le processus de dissolution a 1’équilibre est décrit par 1’équation de Noyes-Whitney :

dc D
—=Kd A(Cs =€) =+ A(Cs = C)

Tel que :

dc/ dt : Taux de dissolution ;

Kd : constante du taux de dissolution ;

D : coefficient de diffusion ;

Cs : Solubilité du principe actif (en kg/m3) ;

C : Concentration en principe actif dissous dans le milieu a ’instant t (en kg/m3) ;

D/h : épaisseur de la couche de diffusion.

Il existe deux types de systémes dont la libération est contrdlée par dissolution :
e Exemple de Type de perle simple avec une alternance de principe actif et des couches

de contrdle de dissolution (Figure 1.4) :

Agent d’enrvobage a faible vitesse de
dissolution.

Couche de PA

Figure 1.4 : Systeme avec alternance de PA et des couches de contréle de dissolution [17]
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e Exemple Des perles contenants le PA avec des différentes épaisseurs de la couche de

contr6le de dissolution (Figure 1.5) :

PA
Couche de controle de

dissolution

Figure 1.5 : Systéme avec des couches différentes de contréle de dissolution [17]

1.4.2. La diffusion : La diffusion est définie comme un processus de transfert de masse de
molécules individuelles d’un soluté (principe actif) sous I’effet d’'un mouvement brownien
engendré par 1’existence d’un gradient de concentration. Lorsqu’un composé se trouve a des
concentrations différentes dans un milieu, il a tendance a diffuser. Cette diffusion a pour but
de rendre uniforme la concentration en tout point du matériau. Deux systémes sont invoqués
pour expliquer le transfert par diffusion d’un soluté, ils sont classés selon la structure du

polymere utilisé [15].

1.4.2.1. Systemes hétérogenes
Ce sont des systemes poreux, ils peuvent étres macro poreux (diametre des pores entre 0.1 et
1micron) ou microporeux (diaméetre entre 10 et 50 nanometre) [15].
= Systémes macroporeux
Dont la taille moyenne des pores varie entre (0,1 - 1 um), est assez élevee que celle du soluté,
le transport dans ce cas se fait majoritairement dans le liquide remplissant les pores. Le
coefficient de diffusion effectif (De) dans le milieu liquide remplissant ’espace vide est
exprimé par 1’équation :
De = DaZX
T
Da: coefficient de diffusion en milieu aqueux
€ : porosité du systeme
K : affinité des solutés aux polymeres

T : la tortuosité du systéme

= Systemes microporeux

13



Dans ce cas, la taille des pores varie de 50 & 200 A et parfois jusqu'a 500 A, comparables aux
tailles des molécules de solutés diffusés (Figurel.6).

La diffusion s’exprime par I’équation suivante :
&
De = DaTy

Ou vy est le rapport du diamétre de diffusion de soluté a la surface des pores.

Macroporeuse Micronorense

Figure 1.6 : Représentation des systémes macro et microporeux [15].

1.4.2.2. Systemes homogénes

Ce sont des systémes polymériques non poreux. IlIs sont formés d’une phase continue, dans
laquelle le principe actif est diffusé. Cette diffusion a lieu entre les espaces libres laissés entre
les chaines macromoléculaires du polymeére. Deux grands groupes de systémes non poreux se
présentent :

e Les systéemes hydrophobes : réticulés ou non dans lesquels le soluté doit étre soluble
pour diffuser (mécanisme de diffusion par solubilisation).

e Les systemes hydratés : essentiellement les hydrogels plus ou moins réticulés ou la
diffusion s’opére de maniére préférentielle en fonction de la lipophilie du soluté
(mécanisme poreux) dans le liquide interstitiel ou dans la trame polymérique
(diffusion par solubilisation) [15].

1.4.2.3. Systemes réservoirs

Les systémes réservoirs ou systemes a membranes, consistent en une barriére Polymérique
insoluble qui entoure un réservoir de principe actif. Le mécanisme de libération des formes
enrobées dépend principalement du type de polymeére étudié, et plus précisément de sa

solubilité dans le tractus gastro-intestinal (Figure 1.7) [18].
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Figure 1.7 : Schéma d’un dispositif réservoir [18].

Les étapes du processus de libération du principe actif a partir d’un systéme a membrane

insoluble peuvent se résumer de la maniere suivante : tout au long du tractus digestif, il y a:

e Pénétration du milieu de dissolution a travers la membrane,

e Dissolution du principe actif a I’intérieur de la forme galénique,

e Diffusion vers I’extérieur, a travers le film d’enrobage, du principe actif dissous [19-
21].

La diffusion du PA est régie par la premicre loi de Fick selon 1’équation suivante :

Q_2 XKXxSx(Cs—0C)
dt E

Do/dt = Quantite de principe actif traversant la membrane par unité de temps (en kg/s),

D = Coefficient de diffusion du produit dans la membrane d’épaisseur E (D en m*/s et E (m)),
K = Coefficient de partage du PA entre le film et le milieu, S = Surface de diffusion (en m?),
Cs = Solubilité du principe actif (en kg/m3),

C = Concentration en principe actif dissous dans le milieu a I’instant t (en kg/m3).

Dans ce cas la diffusion est directement proportionnelle a 1’épaisseur de la membrane et

proportionnelle au coefficient de diffusion du PA a travers ladite membrane [22, 23].

e Les systemes reservoirs a activité constante
Dans ces systémes le gradient de concentration dans la membrane atteint un modeéle constant
avec le temps (temps théoriquement infini), donc la concentration en substance
médicamenteuse dans le compartiment donneur demeure constant grace a I’excés présent

[23]. Le flux est dit maximal Jmax :
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DKCs _ PCs

T I =DCsm

Jmax =

CS : la solubilité dans le réservoir
C sm : concentration de saturation dans la couche membranaire adjacente au principe actif. Le

flux dans ce cas est constant et la cinétique de libération est d’ordre zéro.

e Les systemes réservoirs a activité non constante

C’est un systéeme qui est a l'origine congu pour avoir une activité constante, mais cette activité
diminue apres une certaine heure due a I'épuisement du principe actif et a I'afflux continus de
I'eau. Cette activité inconstante est due aussi aux conditions de saturation qui ne sont pas
remplies [15].
Le flux de libération est proportionnel au gradient de concentration au temps T et il n’est pas
constant :

dMe _ MDK. (s

st zv °©

dMmt . . e .
Sar Quantité de principe actif libérée en fonction du temps t

V : volume du réservoir de la forme médicamenteuse

M : la dose de la substance médicamenteuse incorporé dans le systeme

1.4.2.4. Systéemes matriciels Les systtmes matriciels peuvent étre définis comme étant des
dispersions uniformes de principes actifs dans un support matriciel. La vitesse de dissolution
du principe actif est influencée par la vitesse de pénétration de 1’eau a travers la matrice. Alors
que dans une forme réservoir c'est la membrane polymérique située a la surface du systeme
qui va contrdler la libération, dans un systeme matriciel, c'est le polymere formant la matrice
qui va constituer le systéme de contrble [24]. La vitesse de libération a partir des systémes

matriciels est décrite par la deuxiéme loi de Fick :

dm_th Cs
dh 2
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dm: la variation de la quantité de principe actif libéré par unité de surface.
dh : la variation de 1’épaisseur de la zone de la matrice épuisée par le PA.
Co : la quantité totale de PA.

Cs : la concentration de saturation du PA dans la matrice.

% Classifications des différents types de matrices
e Matrices hydrophiles
Les matrices hydrophiles sont composéees de polymeéres capables de retenir le PA pendant un
laps de temps prolongé en formant une gangue gélatineuse au contact du milieu de

dissolution. La libération du principe actif peut étre décomposée en deux étapes :

» Hydratation de la matrice :
Pénétration du milieu de dissolution dans le comprimé, avec libération simultanée d’une
faible quantité du principe actif (dose initial) ; ensuite Gonflement de la gomme hydrophile

par absorption d’eau et formation d’une barriere gélifier qui ralentira la vitesse de libération.

» Diffusion stationnaire
Pénétration du liquide dans les zones profondes du comprimé. Le liquide diffuse a travers la
couche gélifié et dissout le principe actif. Diffusion du principe actif vers I’extérieure a travers

la barriere gélifiée.

e Matrice inerte insoluble
Les matrices sont des substances thermoplastiques insolubles, elles forment aprés leur

compression, un squelette poreux incluant le principe actif.

Au contact du milieu aqueux, la structure inerte de la matrice demeure inchangée et la
libération du principe actif s'effectue par simple diffusion, soit a travers le réseau poreux, soit
par les espaces intermoléculaires du systéme.
e Matrices lipophile

Elles sont également appelée matrice cireuses. Le principe actif est mis en suspension dans
une matrice lipidique, dans laquelle il est emprisonné. La libération continue, se fait par deux
mécanismes distincts mais généralement simultanés : érosion de la matrice et diffusion du
principe actif [24-27].
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1.4.3. Systemes contrdlés chimiquement: Les systémes biodégradables utilisent le plus
souvent une technologie matricielle mais il existe aussi des systemes réservoirs
biodégradables comme les microcapsules. Dans le cas de matrices biodégradables, I'érosion a
lieu au cours du temps, libérant au fur et a mesure le principe actif incorporé [15].

e La bio-résorption et la biodégradation
Correspond a la scission chimique ou enzymatique des chaines polymériques en segments
résorbables et éliminables par ’organisme vivant. Il existe trois mécanismes de dégradation

des systemes biodégradables :

= Meécanisme | : solubilisation par rupture des ponts intermediaires :
Ce mode concerne les polymeres hydrophiles rendus insolubles par réticulation, 1’érosion est

tres lente et la libération a lieu par diffusion dans la matrice

= Meécanisme Il : Solubilisation par hydrolyse, ionisation ou protonation des
groupements latéraux :
Le polymére hydrophobe se solubilise par réaction d’un groupement latéral, les polyméres
rencontrés sont des polyélectrolytes faibles donc susceptibles de s’ioniser a partir d’une

certaine valeur de pH et de se solubiliser.

= Meécanisme Il : solubilisation par scission des chaines polymériques en petites
molécules éliminables : ce mécanisme intéresse les macromolécules dont les liaisons
sont instables hydrolytiquement [15].
= La bio-érosion
Elle implique uniquement la réduction de masse des systemes meédicamenteux par la
solubilisation du polymere par simple ionisation ou hydrolyse des groupements ou des
ruptures enzymatiques dans le milieu de dissolution. Ce phénoméne peut se produire dans les
polymeres hydrophiles ou un gonflement a lieu, ainsi que dans les polymeéres hydrophobes
[15]. Pour les systemes bio-érodables on a deux types de cinétique :
» Erosion homogéne
Le solvant pénetre dans le polymeére et produit une dégradation de tout le polymere. La vitesse
de dégradation est uniforme dans tout le dispositif selon les étapes suivantes :
e Hydratation.
e Baisse de la résistance mécanique.
e Perte de I’intégrité.

e Solubilisation.
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La libération de principe actif a partir de ce systéme résulte d’une combinaison de deux
mécanismes : 1’érosion et la diffusion (Figure I. 8). La perméabilité du systeme augmente
constamment dont la libération en tient compte [28].

- -
F.rosion f

Praduits d'€rasian P.A AL

Surface
originale

g Milicu liguide
Milien liquide J environinant
cmvironnani
1 Maltrice

P. A, + matrice b P.AL P matrice

Figure 1.8 : Représentation schématique de la libération d’un PA dans un systéme

matriciel par les mécanismes d’érosion et de diffusion [28].

» Erosion hétérogene
C’est le cas de matrice a base de polymere hydrophobe ou la pénétration de I’eau ou le solvant

est empéchée, et ainsi ce sont les liaisons labiles a la surface qui subissent une hydrolyse

Mt [ kt ]"

Ou K, est une constante de dégradation de vitesse d’ordre pseudo-zéro, a, représente soit la
demi-épaisseur du film, soit le rayon du cylindre ou de la sphére, et la valeur de I’indice n,
caractérise la forme géométrique du systéeme (1 pour le film, 2 pour le cylindre, 3pour la
sphere) [28].

1.4.4. Systemes contrélés par le solvant

. Systéme osmotique

Une forme galénique osmotiquement controlée se compose d’un noyau entouré par une
membrane semi perméable avec des pores qui permet la libération du principe actif. (Figure
1.9)
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Libération de PA dissous

Membrane semi-perméable

Pore

Imbibition d’ean

Figure 1.9 : Représentation schématique du systeme osmotique [18]

Dans I'environnement aqueux de l'appareil gastro-intestinal, I'eau est pénétrée par osmose a
travers la membrane semi-perméable dans le noyau du systeme a un taux limité par la
composition et I'épaisseur de la membrane, cette pénétration d’eau permet la mise en solution
ou la mise en suspension du principe actif et leur libération a travers les pores [20, 29].
e Le systeme OROS (Oral Osmotic System)

C’est un systéme bas¢ sur la pression osmotique. Les comprimés sont constitués d’un noyau a
deux compartiments (un compartiment avec le principe actif et un compartiment faisant office
de « moteur osmotique »). Le noyau est entouré d’une membrane semi-perméable percée d’un
orifice. La pénétration d’eau dans le noyau génére une pression osmotique permettant

I’expulsion du principe actif a travers 1’orifice de sortie a vitesse constante (Figure 1.9) [15].

e Le systeme OROS push-pull
Le noyau du systeme se compose de deux couches séparées par une membrane flexible
communiquant avec l’extérieur par un micro-orifice. La couche inférieure est faite de
polymeres et des agents osmotiques hydrophiles, tandis que la couche supérieure se compose
de principe actif. Les agents osmotiques dessinent l'eau a D’intérieur par osmose, les
polyméres hydrophiles gonflent vers le haut, et une suspension de principe actif est produite
dans la couche supérieure due a la basse solubilité du principe actif. La couche inférieure

pousse le principe actif a travers l'orifice (Figure 1.10) [15].
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Membrane semi-perméable Orifice pour la libération

Avant Au cours

Figure 1.10 : Représentation schématique du systeme OROS pusch-pull [15].

Le comprimé osmotique de push—pull est congu pour des principes actifs avec une solubilité
tres basse mais peut étre employé pour des principes actifs fortement hydrosolubles. La

cinétique de libération est d’ordre zéro :

dmt S
?XZ=ZXKXT[SXCS(1

Z : la période de libération.
7S la pression osmotique.

C sa : solubilité aqueuse du PA.

11.1.5. Les systemes contr6lés par gonflement : La libération de médicament est caractérisée
par la formation d’une couche de gel sur la surface extérieure de la matrice. Le substrat
s’hydrate trés lentement et subit un gonflement limité obtenu soit par les cristallites qui
empéchent la dissolution des zones amorphes soit par la réticulation du polymere. Le
gonflement continuera jusqu'a ce qu'un nouvel équilibre soit atteint. Dans ce type de
dispositif, la libération du principe actif est contr6lée par la vitesse de gonflement du

polymere [15].
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Chapitre II :

La Microencapsulation
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I1.1. Généralité sur la microencapsulation :

L’encapsulation est vectrice d’innovations de par ses avantages de protection et de libération
controlée dans 1’espace et dans le temps. En effet Chaque nature physico-chimique d’actif
peut étre encapsulée avec succes grace a plusieurs techniques disponibles et la possibilité de
sélectionner différents matériaux enrobants comme par exemple les phospholipides, les cires
ou encore des biopolyméres, comme les polysaccharides et les protéines. Différentes
structures internes de microparticules sont réalisables avec des tailles qui peuvent étre
variables. Enfin, il est possible de choisir la forme physique finale des microparticules
obtenues : solution diluée ou concentrée, ou encore forme seche sont autant de possibilités a
prendre en compte. Tous ces paramétres auront un impact sur la cinétique de libération des
particules. Avoir le choix n’implique donc pas forcément que la réalisation est simple car
chaque méthode et matériau utilisés ménent a nombre de problématiques référencées dans la
littérature. Cette partie propose de faire un bref état de toutes les techniques de

microencapsulation existantes [30].

11.2 Historique :

Les premiéres publications sur la micro-encapsulation et ses applications possibles dans le
domaine pharmaceutique remontent a 1931. De 1931 a 1940, GREEN et son équipe a la NCR
(National Cash Register of America), ont encapsulé des particules de pigments dans des
polymeres naturels (protéine/gélatine et polysaccharide/gomme arabique) par coacervation
complexe. Cette stratégie, aussi utilisée pour la production de papier "carbone"”, permet la
duplication d’un texte ou d’une figure sous I’effet d’une faible pression en encapsulant des

colorants [31].

A la fin des années cinquante la technologie de la microencapsulation fut utilisée dans le
domaine pharmaceutique pour les médicaments analgésiques a libération prolongée, ainsi que
pour d’autres applications industrielles telles que les colles. Au cours des années qui suivirent,
la microencapsulation devint un domaine de recherche dynamique tant au niveau académique
qu’industriel pour l'encapsulation des PA, médicinaux et non médicinaux, comme des

antibiotiques, vitamines, probiotiques et autres [32].
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Dés le début des années 1970, le recours a des polymeres biodégradables en tant que
véhicules médicamenteux a permis 1’administration de microparticules (microcapsules et
microspheres) de taille supérieure au micrometre par voie parentérale. L’avantage de ces
systémes réside dans la possibilité de prolonger la délivrance de divers médicaments, d’une
maniere préprogrammée, sur plusieurs jours, semaines ou mois, par le biais d’une injection

unique [33].

Ainsi le recours aux microparticules biodégradables en vue de I’administration parentérale de

principes actifs médicamenteux a connu un succes considérable.

C’est le cas de YOLLES [34] en 1971 qui propose de prolonger la libération de cyclazocine

par voie parentérale en I’incorporant dans un polymere biodégradable.

Rapidement des techniques traditionnelles de microencapsulation ont été reprises puis
adaptées. En 1973, BOSWELL et al., [35], brevete des procédés de microencapsulation
applicables a des polymeres biodégradables. Puis d’autres études de microencapsulation
apparaissent en 1976, tel que les études de WISE [36], qui nébulise une solution organique
d’un dérivé quinazolé liposoluble et d’un copolymere des acides lactique et glycolique.
MICHEL et al., [37], recourent quant a eux au lit d’air fluidisé pour enrober des particules de

Chloramphénicol par un poly (acide lactique).

En 1979 1’équipe de BECK [38] propose une technique d’évaporation du solvant pour
encapsuler la progestérone avec le poly (acide lactique). Ce procédé particulierement
favorable aux substances médicamenteuses liposolubles, devient rapidement tres populaire et
fat appligué aux PA de plusieurs classes thérapeutiques (hormones stéroidiennes,
anesthésiques locaux, cytostatiques neuroleptiques etc.

Au cours des dernieres années, la micro-encapsulation s’est considérablement développée a
I’échelle industrielle. Les microparticules ont des applications trés variées, elles sont utilisées
pour la production de textiles parfumés et de produits cosmétiques, pour la protection des
récoltes agricoles, dans 1’agroalimentaire pour donner de nouvelles propriétés aux aliments
(encapsulation d’ar6mes, colorants, épices), mais aussi dans les produits phytosanitaires et

dans le domaine de la médecine et de la pharmacie [39-46].

24



Aujourd’hui, la microencapsulation est devenu un domaine de recherche dynamique tant au
niveau académique qu’industriel comme le démontre le nombre croissant d’articles

scientifiques et de brevets publiés (Figure 11.1).
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Figure 11.1. Evolution du nombre d’articles scientifiques et de brevets publiés par

année dans le domaine de la microencapsulation [32].

11.3. Définition de la microencapsulation :

La microencapsulation regroupe I'ensemble des technologies qui permettent la préparation de
microparticules individualisées, constituées d'un matériau enrobant contenant une matiere
active. La matrice enrobante constitue une barriere permettant la protection du principe actif

ainsi que le contréle de sa libération [47].

e Les matériaux enrobant sont des polymeres d'origine naturelle ou synthétique, ou des
lipides.

elLes matiéres actives sont d'origines et de natures trés variées : principes actifs
pharmaceutiques, actifs cosmétiques, additifs alimentaires, produits phytosanitaires,
essences parfumées, microorganismes, cellules, ou encore catalyseurs de réaction

chimique etc.et de natures différentes liquide, solide ou gazeuse.
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Le terme de microparticules est utilisé pour des tailles comprises entre lum et 1000um et
contiennent typiquement entre 5 et 90 % (en masse) de matiere active d’aprés Benoit et al.,
2013[47], et Thies [48], ils reduisent I’intervalle de définition des microparticules de lpm a
500um. Dans tous les cas, les particules ayant un diameétre inférieur a 1um appartiennent au

domaine des nanoparticules.

11.4. Structure interne des microcapsules :

En général, ’encapsulation désigne indistinctement la préparation de capsules ou de spheres.
A ce stade, il importe de faire la distinction entre les deux morphologies. Une capsule qui est
caractérisée par sa structure cceur-couronne. La matiere active (solide, liquide ou gazeuse) est
confinée au cceur tandis que le matériau polymére constitue, autour, une membrane. La
sphere, quant a elle, contient la matiére active sous forme dispersée au sein d’une matrice
polymere (Figure 11.2). 1l faut noter que la morphologie de la capsule minimise la quantité de
matériel enrobant administré, par rapport a la structure de type sphére. (Figurell.2 a, b et c).

A ce titre il est évident de distinguer les deux systemes auxquels peuvent appartenir les
microcapsules, selon leur structure interne, en systéme réservoir et systeme matriciel (figure
11.2)

a:microcapsule de type | b : microcapsule de type reservoir | C:  microcapsule de type

. . . reservoir monocompartiment
matriciel multicompartiment P

Figure 11.2 : Photographies obtenues par microscopie électronique a balayage représentant
des microparticules [30, 49, 50,51]
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I1.5. Les avantages de la micro-encapsulation :
La microencapsulation permet de protéger un principe actif de masquer son goQt, de contréler
et cibler sa libération ou encore de le structurer [52,30] :

e Protection de la substance encapsulée :
La microencapsulation est un procédé de fabrication de particules fermées dans lesquelles le
contenu a été enveloppé a 'intérieur d’un film. La microencapsulation permet non seulement
d'éviter la pollution secondaire du contenu encapsulé, mais permet aussi une fonction
d’isolation de matériaux fonctionnels sensibles a la lumiére ou a I'oxygéne d’un
environnement extérieur, ce qui maintient le contenu encapsulé stable pour une durée de vie
plus longue [53,54].
De nombreux composés actifs sont fragiles et doivent étre protégés du milieu extérieur.
L’encapsulation permet leur protection vis-a-vis des contraintes appliquéees. Les vitamines E
et C sont trés souvent encapsulées car elles sont sensibles a la dégradation par contact avec la
lumiére, la chaleur ou encore 1’oxygene, des chercheurs ont démontré que la
microencapsulation par des liposomes permettaient de protéger les vitamines E et C contre
la dénaturation notamment avant et aprés la pasteurisation du jus d’orange [55-58].

e Controler la libération de la substance encapsulée :
La microencapsulation permet le transfert de masse entre l’intérieur et I’extérieur d’une
capsule via le contrdle des propriétés physiques et chimiques de la membrane. Normalement,
il y a deux types de processus pour atteindre ce but : soit la diffusion a travers la membrane,
soit I’éclatement de la membrane. Au niveau de la diffusion, le contrdle de la taille des pores
de la membrane, 1’épaisseur de la membrane, et le gradient de concentration des molécules
spécifiques, permettent de contrdler la délivrance continue des principes encapsulés. Par
exemple, un ardme encapsulé fonctionne beaucoup plus longtemps qu’un arome libre du fait
d’une diffusion lente et continue. Au niveau de 1’éclatement de la membrane, toute la matiére
encapsulée est libérée en méme temps [54].
Dans le domaine médical le traitement OncoLAR a permis la libération d’un agent anti-
cancéreux progressif sur une période de 1 a 3 mois [59]. De méme, Plosker et Brogden, 1994,
[60] ont démontré que le médicament LupronDepot, traitant le cancer de la prostate, permet
d’obtenir une libération controlée a un taux journalier de 2,8% pendant un mois apres

une administration sous-cutanée ou intramusculaire.
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e Possibilité d’encapsulation des produits d’origine liquide
La micro-encapsulation permet de conditionner des produits liquides sous une forme solide.
Ce processus facilite le transport des produits d’origine liquide, qui peuvent fuir ou s’évaporer
du récipient. Pour chaque capsule, le dosage est contrélé par le volume de la capsule. Les
capsules pourront donc étre apportées separément selon le dosage dont on a besoin [54].

e Masquage du godt ou libération du goQt :
La microencapsulation permet de masquer le golt amer de PA destiné a étre administré dans
la cavité buccale [54].

e Séparer deux produits incompatibles: ou plus devant se trouver dans le méme

mélange de facon a les faire coexister [54].

11.6. Mode de libération des principes actifs a partir des microcapsules
Dans le cas de la majorité des applications de la microencapsulation, les substances actives
sont dans un premier temps maintenues et protégées dans le cceur des microcapsules durant
une période de temps définie, et dans un second temps sont soit libérées progressivement a
travers la membrane selon une certaine vitesse de libération, soit libérées massivement en une
seule fois. Dans ce cas la libération est déclenchée par un procédé assurant une libération

spécifique.

Ainsi la libération peut étre obtenue de plusieurs fagons, on distingue trois types de systémes :

e Les systemes a libération provoqués : le contenu de la capsule est obtenu aprés la
rupture de la paroi sous I’effet d’une contrainte mécanique ou thermique ;

e Les systemes a libération contrdlée et prolongée : la libération du produit actif est
controlé soit par diffusion a travers la paroi (I’épaisseur et la porosité de la membrane
influencent le temps de relargage) soit par la dégradation enzymatique ou chimique de
la couche polymere qui devient poreuse et permet la diffusion a travers la paroi ;

e Les systémes piégés dits micro-réacteurs sont constitués par des microcapsules qui ne
relarguent pas leur contenu. La microencapsulation des enzymes ou des catalyseurs
sont des exemples classiques de ce type de capsule. Celle-ci se présente sous forme
d’un noyau d’adsorbat a I’intérieur duquel se trouve piégé I’enzyme ou le catalyseur.
Le noyau est enrobé par une membrane polymere semi-perméable permettant les

échanges avec les réactifs intervenant dans la réaction [61].
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I1.7. Les applications de la microencapsulation

Si les premiéres applications de la microencapsulation relevaient du domaine de la chimie
(papier autocopiant sans carbone, film photographique...), les microparticules présentent un
trés large champ d’application puisqu’ il va du domaine pharmaceutique au domaine
alimentaire en passant par la cosmétique, la parfumerie, les produits phytosanitaires, la

chimie, le domaine biomédical etc.

Dans le domaine pharmaceutique, des microcapsules contenant des médicaments sont
utilisées par voie orale ou par injection interne dans le muscle. Les microcapsules sont
principalement concues pour contrler la durée de la libération du principe actif. Les
microcapsules sont véhiculées dans le corps. Puis par la dispersion et I’infiltration du
médicament vers 1’endroit ciblé, une concentration propre et une durée spécifique de la
libération permettent de donner pleinement les effets du médicament [32].

On trouve désormais des applications de la microencapsulation dans de nombreux
domaines industriels, listés dans le tableau ci-apres (Tableau ), dans lequel sont également

précisés des exemples de composés encapsulés.
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Tableau I: Les différents domaines d’application de la microencapsulation [32], [61- 63]

Domaine industriel

Exemples de composés encapsulés

Pharmacie et médical

Antibiotiques, contraceptifs, enzymes,vaccins,bactéries,vitamines,minéraux,
antigénes, anticorps...

Parfums,huilesessentielles,antitranspirants,agentsbronzants, Créemes
solaires, colorants capillaires,baumes démélants,mousses a raser...

Cosmétique

Alimentaire Huiles essentielles, graisses,épices,ardbmes,vitamines,minéraux,colorants,
enzymes,levures,microorganismes...

Agriculture Herbicides, insecticides, engrais, répulsifs, hormones végétales...

Biotechnologie

Enzymes immobilisees, microorganismes, cellules vivantes, cellules
artificielles, cultures tissulaires, composés nutritionnels......

Chimie Catalyseurs, enzymes, additifs pour plastiques, eau, platre et béton,
inhibiteur de corrosion, retardateurs d’incendie, colorants et pigments,
agents UV protecteurs, parfums, huiles essentielles, agents lubrifiants...
Détergents Adoucissants, antistatiques, agents décolorants, agents moussants, silicones,
cires, détachants...
Textile Colorants, parfums, pigments, bactéricides, fongicides, répulsifs

d’insectes, agents antistatiques, retardateurs d’incendie, agents
imperméabilisants, adhésifs composés bioactifs médicaux , composes
bioactifs cosmétiques......

Graphismes et
impression

Colorants, pigments, parfums, révélateurs, cristaux liquides, toners,
composes photosensibles......

Photographie

Halogénures d’argent, pigments, colorants, composés photopolymérisables,
révélateurs pour photographies couleurs, plastifiants...

Electronique

Cristaux liquides, matériaux semi-conducteurs, adhésifs, agents de séchage,
retardateurs de flammes, antistatiques...

Traitement des déchets

Microorganismes, substrats, détoxifiants, déchets liquides,déchets industriels
a risques, dechets radioactifs. ..
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11.8. Procédés de micro-encapsulation: Avant de procéder a une préparation de
microcapsules, il faut tenir compte de certains critéres liés aux objectifs tracés et aux

specifications du produit a obtenir :

e Lataille moyenne et la largeur de distribution granulométrique ;

e Lateneur en matiére active ou taux d'encapsulation ;

e La forme finale : dispersion de microparticules en phase aqueuse ou en phase solvant,
poudre seche ;

e Les contraintes de stabilité au cours du stockage et au cours de la mise en ceuvre ;

e La durée de conservation sans libération de matiére active, ainsi que le milieu dans

lequel les particules seront conservees ;

e Les conditions de libération et la cinétique de libération. Si I'on souhaite une libération
déclenchée, il devra en particulier étre précisé quel est le paramétre de déclenchement
. pression ou cisaillement mécanique, variation de température, variation de pH,
dégradation enzymatique. Pour une libération prolongée, la durée souhaitée de la
période de libération sera une des données du probléme ;

e Les contraintes réglementaires liées au domaine d'application et au mode
d'administration qui sont prescrites dans les réglementations nationales et
internationales (Pharmacopée Européenne ou USP par exemple, pour le domaine de la
pharmacie) ;

e Les choix du procédé et de la formulation déterminent les caractéristiques finales des

microparticules [64].

Plusieurs procédés permettant I’encapsulation de principes actifs sont disponibles. A chaque
technique correspond un intervalle de tailles ainsi qu’un taux d’encapsulation et une structure
interne différents. 1l y a également diverses possibilités concernant la forme physique finale des

microparticules qui peuvent étre sous la forme de poudre ou de dispersion dans un liquide.

Les différentes méthodes de micro encapsulation peuvent étre classifiées selon differents
criteres. Benoit et al. [47], proposent quatre manieres différentes de classer les méthodes

d’encapsulation :
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e Les procedes peuvent étre classes selon I’emploi ou non de solvant organique,
certaines techniques telles que la coacervation complexe utilisant des fluides
supercritiques.

e La nature du milieu dispersant peut également servir de base a une classification : il
peut étre liquide (polycondensation interfaciale, coacervation, ...), gazeux (spray
drying, enrobage en lit fluidise, ...), ou encore a 1’état supercritique (séparation de
phase, ...).

e La famille & laquelle appartient le compose employé pour obtenir la capsule peut
¢galement permettre de classifier les modes d’encapsulation : peuvent étre utilises des
polymeres préformés (coacervation, ...), des lipides (spray-congealing, ...), ou encore
des monomeres (polycondensation interfaciale, polymérisation en milieu disperse, ...).

e Enfin, une derniére classification repose sur la nature du principe selon lequel est
réalisée la microencapsulation : on distingue les procédes physico-chimiques des

procédés chimiques et mécaniques.

La classification des techniques d’encapsulation disponibles la plus répandue s’intéresse

principalement au principe méme du procédé, catégorisé dans trois classes [61].

e Procédés physico- chimiques
e Procédés mécaniques
e Procédés chimiques
Les différentes méthodes d’encapsulation sont récapitulées dans le (T ableau Il) présenté ci-

dessous selon la derniere classification présentée précédemment.

11.8.1. Procédés physico-chimiques : Les procédés physico-chimiques sont basés sur la

maitrise:

e De la variation de solubilité et des conditions de précipitation des agents enrobant. |l
s’agit, par exemple, de la précipitation controlée d’un polymere en solution, par ajout
d’un non-solvant ou d’un polymére incompatible (coacervation simple), ou encore par
variation de température et de pH de la solution (coacervation complexe).

e De changements d’état (fusion et solidification) des agents enrobant (gélification

thermique d’émulsions) [47].
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Tableau Il : Classification des techniques d’encapsulation selon la nature du procédé

[47,62] .
Type de Moded’encapsulation Gam:re de Nature
procéde LETLEE
Procédes Séparation de phases ou coacervation simple 2-1200pum Microcapsules
physico- ou complexe
chimiques Microsphéres
Evaporation-extraction de solvant 0,5-200um Microspheres
Gélification thermique d’émulsions(hot melt) | 20 —-2000pm Microspheres
Gélification ionotropique 20-2000pum Microspheres
Procédés Polycondensation interfaciale 2-2000um Microcapsules
chimiques
Polymérisation interfaciale 2—-2000um Microcapsules
Polymérisationen milieu disperse Microspheres
Procedés Nébulisation/séchage (spray-drying) 1-200pum Microspheres
mécaniques
Gélification ou congélation de gouttes 200-800pum Microspheres
Enrobage en lit d’air fluidisé (spray-coating) 35 -5000um Microcapsules
Extrusion/sphéronisation >200um Microspheres

11.8.1.1. La Coacervation :

Les techniques de coacervation s’appliquent a des solutions colloidales de substances

macromoléculaires ; le terme coacervation décrivant un changement de solubilité des

solutions de colloides.

e La premiére étape consiste a disperser le produit a encapsuler dans une solution

colloidale. Puis on modifie la solubilité du colloide. Il existe différentes facons de

modifier la solubilité des substances macromoléculaires comme :
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- Lavariation de pH
- Lavariation de concentration
- Lavariation de force ionique
- Lavariation de température
- L’addition d’un non-solvant
- L’addition d’un polymeére incompatible

e Les substances macromoléculaires devenant moins solubles se regroupent pour former
des gouttelettes appelées coacervats. Ces gouttelettes riches en polymeére se regroupent
autour de la substance a encapsuler pour former un enrobage continu. Elles coalescent
pour former un film solide continu. Puis, il y a renforcement de la membrane par
réticulation du polymere.
Il est possible de mettre en ceuvre la coacervation avec un seul colloide, c’est la
coacervation simple ou bien avec deux colloides, on parle alors de coacervation
complexes. Cette technique permet d’encapsuler des produits lipophile ou hydrophile.
Selon la nature du produit a encapsuler, on peut définir un procédé en choisissant

judicieusement le polymeére, le solvant et ’agent de coacervation [65-67].

11.8.1.2. Procédé d'évaporation et d'extraction de solvant :

La méthode de micro-encapsulation par évaporation de solvant repose sur I'évaporation de la
phase interne d'une émulsion sous agitation. Les étapes sont résumées comme suit :
Initialement, le matériau d'enrobage, généralement un polymere hydrophobe, est dissous dans
un solvant organique volatil. La molécule active a encapsuler est alors soit dissoute, soit
dispersée dans la solution organique. La phase organique est émulsionnée sous agitation dans
une phase aqueuse, contenant un agent tensioactif. Une fois I'émulsion établie, le solvant
organique diffuse progressivement dans la phase continue sous agitation pour s'évaporer,
laissant le polymére précipiter sous forme de microsphéres. Ce procédé permet la fabrication
de microsphéres de taille entre 0,5 et 200 um, Le rendement de production peut aisément
s'approcher de 100% (figure 11. 3) [30, 68, 69].
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Figure I1. 3 : Schématisation des différentes étapes d’un procédé de microencapsulation par
évaporation de solvant [30]

11.8.1.3. Microencapsulation par gélification thermique :

Ce procédé, encore appelé hot melt, repose sur la fusion du matériau d'enrobage. La matiére
active a encapsuler est dissoute ou dispersée dans ce matériau fondu. L'ensemble est
émulsionné dans une phase dispersante, dont la température est maintenue supérieure a la
température de fusion (Ts) de I'enrobage et pour laquelle la matiere active n'a aucune affiniteé :
il s'agit d'eau distillée lorsque la substance a encapsuler est lipophile, et d'huile de silicone, par
exemple, lorsqu'elle est hydrosoluble. La solidification des globules disperses est obtenue en
refroidissant brutalement le milieu. Comme de nombreuses substances actives sont
thermolabiles, les matériaux supports généralement utilisés dans ce procédé de micro-
encapsulation sont des lipides de bas point de fusion. Les particules obtenues sont ici des
microspheres d'une taille pouvant aller généralement de 30 a 300 pum. La teneur en matiere
active est de I'ordre de 20 %. [47].
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11.8.1.4 Microencapsulation par gelification ionotropique

La gélation ionotropique est basée sur la capacité de réticulation des polyélectrolytes en
présence de certains ions pour former des hydrogels. Le cas le plus connu est celui de la
gélation de I’alginate en présence d’ions Calcium. L’alginate est le polyanion le plus utilisé
dans I’encapsulation. Les cations divalent et trivalent induisent une gélation par liaisons des
groupements guluroniques de 1’alginate. Les microsphéres sont produites via une goutte a
goutte d’une solution d’alginate et de principe actif dans une solution de Chlorure de Calcium
formant ainsi un réseau tridimensionnel d’alginate ioniquement réticulé. La taille des
microcapsules obtenues est relativement importante mais des tailles plus petites sont obtenues

par des systemes de pulvérisation (figure 11.4) [70,71].

Peristaltic pump

Nozzl
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O 000

Gelation bath

Magnetic stirrer
N

Figure 11.4 : Schéma de microencapsulation par gélification de gouttes [70]

11.8.2. Procédés chimiques :

Contrairement aux deux autres classes de techniques qui utilisent des agents enrobant
préformés tels que des polymeres ou des lipides, les procedes d’encapsulation chimiques
reposent sur la formation in situ du matériau enrobant. Les composés de base sont des

Monomeres [61].
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11.8.2.1. Polycondensation interfaciale :

La polycondensation interfaciale met en jeu 2 monomeéres ayant des groupes fonctionnels
complémentaires (A et B) chacun soluble dans une des phases d’un systéme diphasique.
L’encapsulation de principes actifs peut étre réalisée par cette méthode via un protocole en
deux étapes. Dans un premier temps une émulsion est préparee, la phase dispersée contenant
I’espece a encapsuler ainsi qu’un monomere. Puis cette émulsion est diluée afin d’apporter le
second monomere en phase continue. La réaction démarre alors a I’interface des gouttelettes.
On obtient en fin de réaction une membrane a I’interface des gouttelettes qui renferment
I’espéce a encapsulé (figure I1.5) [61].

LE POLYMERE EST
EMULSION DE DEPART  gyNTHETISE A L'INTERFACE
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}\ A A oA ~— e

PHASE 2 (ORGAMIQUE)
PHASE 1 (AQUEUSE)

~ Monomére soluble dans la phase 1

. Monomére soluble dans la phase 2

Figure 1.5 : Schéma de microencapsulation par polycondensation [61]

Cette technique est trés utilisée pour 1’encapsulation de molécules biologiques telles que les
protéines. En effet, en fonction des conditions de réalisation des capsules la membrane formée

peut étre semi-perméable permettant des échanges maitrisés avec I’extérieur [72 ,73].

11.8.2.2. Polymérisation interfaciale :

Cette technique, combine une émulsion eau dans huile (E/H) ou huile dans eau (H/E) et une
réaction chimique entre deux réactifs a l'interface de la phase dispersée. La phase dispersée
contient un solvant, un principe actif et le monomeére A. Elle peut étre soit aqueuse, soit

organique.

37



La phase continue est constituée d'un solvant et d'un monomere B. Le déroulement d'une
polymérisation interfaciale appliquée a la formation de microparticules est schématisé a la
figure 11.6. Au départ I'émulsion se fait en I'absence du monomeére B. Ce dernier n'est introduit

gu'a partir du moment ou I'émulsion est stabilisée. La réaction de polymeérisation peut ensuite
débuter [67].
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Figure 11.6 : Schéma du procédé de polymérisation interfaciale [74,67]
11.8.3. Procédés mécaniques :
11.8.3.1. Procédé de nébulisation/séchage :

Le procédé de nébulisation/sechage est un procédé continu en une seule étape qui permet de
transformer une formulation liquide initiale en une forme microparticulaire seche. La
formulation liquide initiale peut étre constituée :
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e Soit d'une solution de matiére active et de matériau enrobant ;

e Soit d'une dispersion de particules solides de matiére active dans une solution ou une
émulsion de matériau enrobant ;

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

procédé comprend les 4 étapes sequentielles suivantes :

v Nébulisation de la formulation liquide initiale pour former un aérosol ;

v Mise en contact de I'aérosol avec un flux d'air, porté a une température contrdlée
v’ Séchage rapide de I'aérosol pour former des microparticules solides ;

v’ Séparation de la poudre de microparticules et de I'air contenant le solvant vaporisé.

Les microparticules obtenues par nébulisation-séchage (Le plus souvent des microspheres)
sont d'une taille typiquement comprise entre environ 1 et 50 pum, pour un séchage a
concourant. Le séchage a contre-courant permet d'obtenir des microparticules de taille
moyenne plus élevée, comprise entre environ 50 et 200 um. Le taux d'encapsulation est limité

a environ 40 % (en masse) [47].
11.8.3.2. Procéde d'enrobage en lit fluidisé :

Le procédé d'enrobage en lit fluidisé s'applique exclusivement a des matiéres actives
constituées de particules solides (granulés, cristaux). Des matiéres actives liquides peuvent
néanmoins étre encapsulées apres absorption par des supports particulaires poreux. Le
proceédé permet de réaliser un enrobage continu de particules qui conduit donc a la production

de microcapsules. Il comprend une séquence cyclique en trois temps :

e Fluidisation de la poudre de particules ;
e Pulvérisation du matériau enrobant sur les particules ;

e Séchage et filmification de I'enrobage.

Les formulations liquides qui sont pulvérisées sur les particules en mouvement dans le lit
fluidisé sont des solutions ou des dispersions aqueuses ou organiques de polymeres. Quand
les gouttelettes de la formulation liquide pulvérisée rencontrent la surface des particules, il y a

la formation du film d'enrobage qui s'effectue en plusieurs étapes successives :
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e Contact microparticule-gouttelette ;

e Mouillage et étalement de la gouttelette sur la particule ;

e Séchage par évaporation du solvant et éventuellement pénétration dans la particule

(figure 11.7) [75].
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Figure 11.7: Etape de formation d'un film d'enrobage par spray-coating sur des particules

solides [47]

Les parametres de procéde, qui doivent étre maitrisés et ajustés pour obtenir un tel enrobage,

sont liés soit au séchage du film, soit a la pulvérisation de la formulation liquide. L'épaisseur

des films d'enrobage déposés sur des particules en lit fluidisé est généralement comprise entre

quelques micrométres et 20 um. Le film devant étre suffisamment épais pour masquer les

défauts de surface. Le taux d'encapsulation est généralement élevé, compris entre 60 et 90 %

(en masse) [75].

11.8.3.4. Extrusion-sphéronisation :

La technique d’extrusion-sphéronisation peut étre utilisée pour I’encapsulation de poudres de

matieres actives dans des polymeéres thermoplastiques, dont la viscosité a 1’état fluide permet

de préparer des microcylindres homogenes et réguliers.

11.9. Principaux matériaux d’encapsulation : Les principaux matériaux enrobant utilisés

dans les procédes sont récapitulés selon leurs origines, dans le tableau I11.
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Tableau I11 : Matieres utilisées dans les procédés de microencapsulation [47]

Matériaux d’encapsulation Procédés utilisables Domaine
d’application
Polymeres d’origine naturelle
Gélatine Coacervation simple Ardme, parfum,
) pharmacie,
Coacervation complexe papeterie

Alginate de sodium

Coacervation complexe
Gélification de gouttes

Biomédical, aréme,
cosmétique, parfum,

pharmacie
Chitosane Coacervation complexe Pharmacie
Gélification de gouttes (libération
Nébulisation Lit d’air fluidisé | gastrique)
Amidon Nébulisation, Extrusion Alimentaire
Polymeres cellulosiques
Coacervation simple, Lit d’air | Pharmacie,
fluidise, Nébulisation, | biomédical
EthylcelluloseHydroxypropylcelluloseHydroxypropylm | Extraction/évaporation  de
éthylcellulose Phtalate d’hydroxypropylméthylcellulose | golyant
Polymeres de synthese.
Copolymeres acryliques et méthacryliques, | Lit d’air fluidisé, | Pharmacie Chimie,
PolyoléfinesCopolymeres (acrylo-) vinyliques, (homo-) | Nébulisation, Evaporation de | biomédical,
et (co-) polyméres d’acides lactique et glycolique, | solvant, Extrusion, | phytosanitaire

Polycaprolactone

Coacervation simple

Lipides et cires minérales

Corps gras solides, Glycérides, Cires (d’abeille, de
carnauba), Cires minérales

Congélation de gouttes,
Hot-melt

Lit d’air fluidisé

Cosmétigue, chimie,
pharmacie,
vétérinaire,
alimentaire, textile
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Chapitre I1I :

Les interactions protéines

polysaccharides
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I11.1. Rappels sur les interactions protéines/polysaccharides :

Les protéines et les polysaccharides sont des polyméres d’origine naturelle, largement utilisés
dans I’industrie alimentaire, notamment pour les émulsions et I’encapsulation. Ces polymeres
peuvent interagir par ’intermédiaire d’interactions attractives ou répulsives, et ainsi former
des systemes monophasiques ou biphasiques. Dans 1’eau, le mélange de protéines et de
polysaccharides peut conduire a quatre situations : la formation de complexes solubles, la
coacervation ou précipitation, I’incompatibilité thermodynamique et la co-solubilité. [76-80].
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Figure I111.1 : Représentation schématique des différentes situations de mélange protéines
polysaccharides en solution aqueuse [80]

111.2. Comportement des mélanges protéines-polysaccharides

Schmitt et al.,1998 [82] ont montré que dans la plupart des cas, le mélange des biopolymeres
en solution est instable et une séparation de phase peut étre obtenu selon deux cas distinct :

- Dans le cas ou les interactions entre les deux biopolyméres est de nature répulsive, ce qui
donne lieu a un systéme a deux phases séparées, ou chacune des phases est enrichie en 1’un ou
I’autre des polymeres, dans ce cas il s’agit d’une incompatibilité thermodynamique entre les

hydrocolloides en solution, appelé aussi separation de phases ségrégative.
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- Dans un autre cas, les interactions sont de nature attractive et le systéme donne lieu a deux
phases, une concentrée, qui contient les deux macromolécules, et I’autre non. Ce cas est
souvent appelé coacervation complexe ou séparation de phase associative. La coacervation
complexe entre deux biopolyméres est maintenant largement utilisé dans 1’industrie
alimentaire, cosmétique et pharmaceutique.

Le phénomene de coacervation est soit simple soit complexe, selon que le mélange contient
un seul biopolymére ou plus, et c’est cette propriété qui est intéressante pour la

microencapsulation [81].

111.2.1. Coacervation simple

Dans le cas de mélange d’un seul biopolymére avec un solvant incompatible, comme
I’éthanol ou le polyéthylene glycol, ce dernier agit comme agent déshydratant et favorise les
interactions biopolymeére/biopolymeére, donnant lieu a une séparation de phase. Khalil et
al.,1968 [83], ont montré la spécificité de la structure en hélice de la gélatine pour la
coacervation simple, a un pH isoélectrique et a faible force ionique. Cette configuration (en
hélice) compacte est le résultat des forces attractives intermoléculaires dues a 1’équilibre de
charge atteint au pH isoélectrique. En s’éloignant du pH isoélectrique, les forces deviennent
de nature répulsive permettant un dépliage partiel des molécules, ce qui favorise

’accessibilité du solvant pour le biopolymeére et géne le phénoméne de coacervation.

111.2.2. Coacervation complexe

Dans ce cas, il s’agit d’un mélange de deux biopolymeéres (ou plus) en phase solvante. Si les
deux biopolymeres sont compatibles, par exemple deux molécules de charges opposées, ces
derniers s’interagissent et se concentrent dans la phase pauvre en solvant (ou la phase
concentrée), alors que le solvant occupe la phase pauvre en biopolymére. Ce phénomeéne de
séparation de phase a été présenté pour la premiére fois par Bungenberg de Jong (1949) [84]
Pour un systeme de gélatine et gomme d’acacia dont le principal mécanisme d’interaction est
de nature électrostatique, relié a leur dépendance au pH et a la force ionique.

Plus généralement, les interactions impliquées entre deux biopolymeres peuvent étre
répulsives et non spécifiques et provenir de I’effet d’interactions électrostatiques et/ou de
volume exclu. Les interactions attractives peuvent étre faibles ou fortes, spécifiques ou non
spécifiques. Les liaisons covalentes sont spécifiques contrairement aux liaisons ioniques, aux
forces de van der Waals, aux interactions hydrophobes et aux liaisons hydrogéne. Il peut y

avoir une interaction électrostatique entre des macromolécules d’une charge nette de méme
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signe par l’intermédiaire de zones portant des charges de signe opposé. Bien que les
interactions électrostatiques soient majoritaires lors de la formation des complexes, des forces
d’autres natures sont impliquées dans certains systemes. Par exemple, la formation de
complexes pectine/gélatine a un pH supeérieur au pHie de la protéine et a une force ionique
supérieure a 0,2 pouvait s’expliquer uniquement par la présence d’interactions
¢lectrostatiques. En fait, la présence d’une température critique de miscibilité (20°C) du
systeme gélatine/pectine a permis de détecter la présence de liens hydrogene, favorisés a
basse température. D’autre part, le traitement thermique des complexes
protéine/polysaccharide a permis d'améliorer leur stabilité lors de variations de pH ou de force
ionique, et cette amélioration a été associee a des interactions hydrophobes [85-88].

I11.3. Natures des interactions protéines polysaccharides
111.3.1. Interactions électrostatiques

Les interactions électrostatiques peuvent étre de type ion-ion, ion-dipdle ou dipble-dipdle. Les
dipbles peuvent étre permanents ou induits. Les interactions ion-ion sont impliquées entre des
molécules possédant une charge électrique permanente. Typiguement, deux types de
complexe peuvent étre formés par des interactions électrostatiques, le complexe soluble,
obtenu lorsque le nombre des charges opposés de deux macromolécules sont différents, la
charge résultant permet la solubilisation du complexe suite a son interaction avec le solvant.
Cependant, si le nombre des charges opposés portés par les deux macromolécules sont égales,
donc la charge totale du complexe est égale a zéro, le complexe sera insoluble [81].

Plusieurs travaux de recherches ont réalisé des complexes polysaccharides-protéines par des
interactions électrostatique des charges opposés, on cite a titre d’exemple, le mélange des
polysaccharides (anionique) et des protéines (cationique): tel que Osés et al., [89] qui ont
étudié la gomme de mesquite-protéines de lactosérum , Farris et al., [90] ayant travaillé sur
le couple pectine-gélatine, Parris et al., [91] qui ont étudié le mélange pectine/carboxy méthyl
cellulose, le mélange caséinate /protéines de lactosérum étudié par Sabato et al., [92],
Brindle et Krochta, [93] et Wang et al., [94] , qui ont travaillé sur I’alginate de
sodium-protéine de lactoserum/gélatine. Dans d’autres cas on pourra favoriser un mélange de
polysaccharides (cationique) et de protéines (anionique), c’est I’exemple du
chitosane-gélatine a un pH de 5,6-6,2 étudié par Pereda et al., [95] ; Cofré et al., [96] et
Staroszczyk et al. [97].
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111.3.2. Interactions non-électrostatique

e Liaisons hydrogene
Il s’agit d’une liaison de faible énergie entre un atome ¢lectronégatif (oxygene) et un autre
atome électro négatif (groupement carboxylique). Par exemple, la formation de coacervats
gélatine-pectine ou geélatine-alginate a pH entre 6 et 7,6 se fait a travers une liaison hydrogéne
[98,99]. Le complexe soluble entre ces deux macromolécules (gélatine et pectine/alginate)
peut étre formé sur une large plage de pH supérieurs a 4,8 (point isoélectrique de la gélatine).
On peut citer aussi, la formation de complexes protéines de lactosérum et alginate [91], ou
protéines de lactosérum-carboxy méthyl cellulose [100] a travers des liaisons hydrogéne. La
formation de liaisons hydrogéne a été aussi rapporté par Pereda et al., [95] ; Cofré et al., [96]
et Staroszczyk et al., [97], dans le cas de mélange chitosan-gélatine lors de la formation du
complexe polyélectrolytique (pH du mélange entre 5,6 et 6,2).

e Interactions hydrophobes
Il s’agit d’une interaction de type dipdle-dipole. Ce type d’interaction est essentiel pour
I’amélioration de la stabilité¢ thermique des biopolymeres en mélange. Ce type d’interaction
est réalisé dans des mélanges de type protéines-xanthane a pH égale a 3,7 [82] ou
protéine-chitosane a pH 3 [101].

e Liaisons covalentes
Il s’agit d’une interaction entre les groupements amines des protéines et les groupements
carboxyliques des polysaccharides pour former une liaison covalente de type amide, on cite a
titre d’exemple le complexe B-lactoglobuline-dextran [102], protéine de lactoserum-amidon
[103].

I11.4. Parametres physico-chimiques influencant la formation des complexes protéines

polysaccharides

La complexation étant principalement suivie par des interactions électrostatiques entre les
biopolymeres lors de la formation des complexes macromoléculaires primaires, les paramétres
physico-chimiques influencant ces interactions ont un effet important sur la séparation de
phase. Nous distinguons des parametres que nous qualifierons de physico-chimiques comme
le pH, la force ionique, le ratio massique des macromolécules, la masse moléculaire des
macromolécules, la densité de charge des macromolécules, la température, 1’agitation et le

temps d’agitation et la concentration totale en biopolymeres [104, 105].
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. 11.4.1. Influence du pH

Le pH joue un réle trés important dans le processus de formation de complexes entre les
protéines et les polysaccharides. En effet, le pH est responsable de I'ionisation des
macromolécules afin que des interactions électrostatiques puissent s'effectuer. Plus
précisément, le pH contréle [l'ionisation des groupements des chaines latérales, des
groupements aminés et carboxyliques des protéines et des groupements carboxyliques des
polysaccharides [82]. Les complexes formés peuvent étre solubles ou insolubles
dépendamment du degré de neutralisation des charges opposées [106]. Des polymeéres
fortement chargés, résultant de la variation du pH, auront une conformation modifiée qui les
ameénera a former des agrégats insolubles au détriment de la formation de complexes solubles
[107]. En fait, pendant la formation de complexes entre protéine et polysaccharide anionique,
la charge nette (négative) des molécules de polysaccharides diminue progressivement, avec la
baisse du pH, pendant qu'elles s'attachent aux molécules de protéine chargées positivement
[108]. La conséquence directe qui en découle est la diminution de la solubilité et de
I'nygroscopicité de ces polymeéres et finalement la formation de complexes.

L’influence du pH sur la formation des complexes ¢€lectrostatiques entre les macromolécules
en solution aqueuse a été mise en évidence dés le début du siecle par Tiebackx [109]. Qui a
pu démontrer macroscopiquement que la précipitation d’'un mélange composé de gélatine
(0,5% p/p) et de gomme d’acacia (2% p/p) était dépendante de la quantité et de la normalité
de I’acide ajout¢ afin d’ajuster le pH.

Le maximum d'interactions apparait a un point appelé point d'équivalence électrique (PEE) ou
la protéine et le polysaccharide possedent des charges également opposées [110]. En prenant
comme exemple le systéme B-lactoglobuline/ gomme d’Acacia, il a été montré que I’PEE se
situait autour d’une valeur de pH de 4 [82]. Le rendement maximum de coacervats est obtenu
pour un ratio protéine : polysaccharide (Pr : Ps) spécifique. A un pH et une force ionique
donnés, le ratio massique Pr : Ps conditionne la neutralisation des charges entre les deux
macromolécules [107, 86].

L’influence du pH est telle que des variations de ’ordre de 0,5 unités pH sont suffisantes pour
que la formation de complexes soit réduite de maniere significative [111]. Deux valeurs de
pH, pHc et pH®, ont été identifiées et correspondent a des changements structuraux et
morphologiques [112-114]. Déterminé par une légére augmentation de I’intensité lumineuse
diffusée dans la dispersion, le pH critique, pHc, correspond a la complexation primaire des

macromolécules et la formation de complexes intrapolymériques. Le pH® fait référence a une
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séparation de phase a 1’échelle microscopique, conduisant a la formation de gouttelettes
coacervées (Figure I11.2). Le pH®, est déterminé par une augmentation significative de la
turbidité du systéme.

Ainsi, la plupart des protéines alimentaires (Phje autour de 5) peuvent former des complexes
avec les polysaccharides anioniques puisque les deux polymeres porteraient des charges
opposées. Cependant la tendance vers une formation de coacervation complexe insoluble est
favorisée par de faibles concentrations de sel et par des valeurs de pH en dessous du pHe de
la protéine [115]. Des travaux de compatibilité de l'albumine de I'ceuf et de différents amidons
ont montré qu'un optimum de complexes insolubles était obtenu en variant la quantité d'acide
ajoutée [116].

111.4.2. Influence de la force ionique

Parmi les trois types d'équilibre qu'on trouve dans une solution binaire
protéine/polysaccharide, la miscibilité est apparente généralement a des forces ioniques plus
faibles que I'incompatibilité et la séparation de phases associative [117]. Le nombre d’ions
présents dans un mélange de biopolymeres est un facteur tres important affectant le
phénoméne de complexation car il intervient dans les composantes entropiques et

enthalpiques de I’énergie libre de mélange [85].
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Figure 111.2: Représentation schématique de différentes étapes de complexation entre
protéines et polysaccharides de charges opposées en fonction du pH. Les cercles bleus
représentent la protéine, les lignes courbes représentent le polysaccharide. pHc : pH critique,
pH®: pH de séparation de phase [118].
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A faible force ionique, le nombre de charges présentes sur le biopolymeére est suffisant pour
qu’il y ait des interactions ¢lectrostatiques. La libération des contre-ions lors de la
complexation entre les macromolécules favorise le gain entropique de mélange et 1’énergic
libre électrostatique. De fortes concentrations salines produisent un effet inverse, les ions
présents entrant alors en compétition avec les macromolécules et I’attraction électrostatique
entre les biopolymeres est réduite a cause de la diminution de charge nette de ces derniers
pouvant aller jusqu’a supprimer totalement la coacervation complexe [86]. Cet effet est plus
prononcé en présence d’électrolytes ou d’ions de valence supérieure a un [107 ,119]. Cet effet
spécifique de la force ionique, de méme que le type d’ions présents, avaient ét¢ mis en
évidence initialement par Bungenberg de Jong. [84] pour le systeme gélatine/gomme
d’acacia. Ainsi, les ions divalents avaient pour effet de supprimer la coacervation complexe a
des forces ioniques inférieures aux ions monovalents, cette suppression pouvant cependant
étre levée par dilution du mélange.

Des travaux similaires ont été aussi entrepris par Mattison et al., [112] et Schmitt et al., [116]
qui ont montré que les ions divalents supprimaient la coacervation complexe a des
concentrations ioniques plus faibles que les ions monovalents, mais que cette suppression
pouvait étre levée si la solution des ions divalents était diluée. Ceci démontrerait que I'effet

ionique des ions divalents est plus fort que celui des ions monovalents.

Dans un systeme gélatine-polyélectrolyte, Bowman et al., [119] ont également mis en
évidence une valeur critique de force ionique qui détermine la taille des particules formées.
Ces auteurs expliquent la diminution de la taille des complexes a faible et forte force ionique
par une solubilisation des complexes macromoléculaires du fait de 1’exces de charges
présentes dans la dispersion, interprétation reprise par Wang et al.,[120], pour expliquer le
méme phénomeéne dans un systéme composé de micelles anioniques et d’un polymeére
cationique.

Pour conclure, il faudrait rappeler que la force ionique a un effet sur le pHc et le pH@. La
tendance générale est que pour un ratio protéine : polysaccharide donne, les pH évoluent
généralement vers des valeurs plus acides afin de compenser les charges masquées par les
ions ajoutés [121], cela veut dire que la densité de charge des protéines doit étre augmentée
afin d'atteindre le méme niveau de neutralisation de charge entre les protéines et les
polysaccharides. Par exemple la valeur du pH® diminue de 9 a 7 en ajoutant 200 mM de NaCl
dans le systéme gélatine / x-carraghénane a un ratio massique protéine : polysaccharide de 1:1
[122].
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111.4.3. Influence de la densité de charge des macromolécules

La formation de complexes est principalement influencée par un autre facteur qui est la
densité des charges qui se localise sur les macromolécules. La densité de charges des
biopolymeres peut étre définie comme le nombre de charges par unité de longueur. De plus, la
charge nette des complexes influence la solubilité de ceux-ci dans leur milieu. Par exemple, si
un polymere posséde un exceés de charge par rapport a un deuxieme polymere, les complexes
formés auront tendance a interagir avec le solvant. Par contre si les charges des deux
polymeres sont nulles, a ce moment on aura formation de complexes qui seront insolubles.

Ces complexes peuvent étre a nouveau solubles par titration acide ou par ajout de sels [123].

111.4.4. Influence de la masse moléculaire des biopolymeéres

L’effet de la masse moléculaire des biopolymeres sur la séparation de phase d’un systéme
ternaire intervient au niveau du volume occupé par les molécules. Cette séparation de phase
est obtenue plus facilement lorsque la masse moléculaire des biopolymeéres est grande.
Toutefois, afin de tenir compte de I’influence de ce parameétre, deux cas limites sont proposés.
Si la masse moléculaire des biopolyméres est trop faible, 1’interaction se fera plutdt par simple
pontage ionique plutdt que par formation de complexes électrostatique intermoléculaires. Au
contraire, si les masses moléculaires sont trop élevées, I’interaction conduira a la formation de

précipités plutdt que de coacervats [124].

111.4.5. Influence du ratio massique protéine : polysaccharide

Le ratio massique protéine : polysaccharide (Pr : Ps) est un autre facteur influencant la charge
nette et les propriétés des complexes obtenus. Il en résulte une influence sur la solubilité des
complexes et plus particulierement sur le phénomene de séparation de phase par coacervation
complexe. En effet, a un pH et a une force ionique donnés, le ratio massique Pr : Ps va
conditionner la neutralisation des charges entre les deux macromolécules [86]. Si les
complexes sont de type stoechiométriques, c’est a dire que la neutralisation est obtenue pour
des ratios de 1:1, tout ratio supérieur ou inférieur aura pour effet de solubiliser ces complexes
et donc de diminuer la formation de coacervats [125].

Dans 1’étude de la coacervation complexe entre la gélatine et la CarboxyMethylCellulose,
Koh et Tucker [126], ont montré que le volume de la phase constituant le coacervat était
maximum pour un ratio de mélange de 1:1, pour lequel la neutralisation des charges portées

par les deux macromolécules est obtenue.
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I11.5. Biopolymeres a I’étude :

111.5.1. L’alginate de sodium

a. Présentation :

Les polysaccharides sont des polymeéres carbohydrates constitués d’unités monosaccharides
lices entre elles par des liaisons glycosidiques C-O-C. Leur structure peut étre linéaire ou
branchée. Ces macromolécules ont des propriétés distinctes qui dépendent de leur structure et
peuvent étre amorphes ou méme insolubles dans 1’eau. L’unité monomére dans la chaine du
polymere étant un cycle a 6 carbones, la formule générale des polysaccharides peut étre

représentée comme (CgH100s)n 0U n est compris entre 40 et 3000.

L’alginate est un polysaccharide naturel relativement abondant puisqu’il constitue le
composant structurel des algues brunes marines (Phaeophyceae), représentant plus de 40% en
masse séche. Ces algues peuvent se trouver au bord des littoraux du monde entier. L’alginate
est I'un des polysaccharides constituant la capsule entourant certaines bactéries, et peut
également étre produit par fermentation microbiologique. Néanmoins, les alginates
commerciaux utilisés pour des applications industrielles sont la plupart du temps issus
d’algues marines brunes. Les applications industrielles de 1’alginate sont souvent liées a ses

propriétés de rétention d’eau, son pouvoir viscosifiant, gélifiant ou encore stabilisant [127].

b. Historique de I’alginate
Le chimiste britannique E.C. Standford fut le premier a caractériser 1’alginate par la
préparation de ’acide alginique a partir d’algues brunes dans un brevet daté¢ du 12 Janvier
1881. Standford réussit a préparer I’alginate par extraction de 1’acide alginique des algues
avec du carbonate de sodium puis précipitation a pH acide. Il pensait initialement que
I’alginate contenait de 1’azote et a beaucoup contribué a 1’¢lucidation de la structure du

polymere.

Deés 1926, les équipes indépendantes de Atsuki et Schmidt, ont travaillé sur la structure du
polysaccharide et ont découvert la présence de 1’acide uronique comme constituant de

I’alginate.

Les années suivantes, différentes équipes s’accordent sur le fait que I’alginate est constitué
d’acide D-mannuronique. En 1939, I’équipe de Hirst détermine la nature 1,4 des liaisons
entre des résidus d’acide mannuronique, a I’instar de la cellulose. Mais cette structure simple

fut par la suite remise en cause par les travaux de Fisher et Dorfel en 1955, qui découvrent un
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nouvel acide uronique présent dans le polymére : I’acide L-guluronique. A partir de ce
moment-la, 1’alginate fut considéré comme un copolymere composé de résidus a-L-
guluronique et B-D-mannuronique. En fonction de la source dont est extrait 1’aginate, sa
composition exacte en acide uronique doit alors étre examinée par des méthodes d’analyse
chimiques. C’est d’ailleurs le travail auquel s’attellent Haug et son équipe en 1964. Suivent
alors la découverte de 1’alginate comme copolymeére a bloc ainsi que la corrélation entre la

structure des blocs et les propriétés chimiques du polymere [128].
c. Structure chimique

L’alginate fait partie de la famille des copolymeéres : il est composé des deux résidus o-
Lguluronique et B-D-mannuronique liés en (1—4) ( Figure 111.3 (a) et (b)). Ainsi, les
possibilités de composition et de séquence sont tres larges et varient en fonction du type
d’alginate. L’alginate peut étre considéré comme un véritable copolymeére a blocs composé de
régions homopolymeériques M et G (dénommeées blocs M et blocs G), séparées par des
séquences alternées de M et G (appelées blocs MG) (Figure 111.3(c)). La quantité relative

entre ces différentes séquences dépend de 1’origine de 1’alginate.
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Figure 111.3 — Structure et composition de 1’alginate : (a2) monomeéres d’acides uroniques, (b)
conformation des chaines et (c) distribution des blocs. [127]

52



d. Gélification

Les propriétés physiques de 1’alginate ont été principalement découvertes dans les années
1960 et 1970. A la différence des autres polysaccharides gélifiants, la principale
caractéristique de l’alginate est sa gélification avec des cations bivalents. De plus, sa
transition sol-gel n’est pas influencée par un changement de température. Deux blocs G de
deux chaines de polymeéres adjacentes peuvent étre réticulés par un cation bivalent (par
exemple Ca** ou Ba®"), par une interaction électrostatique entre les deux groupes
carboxyliques COO— du polysaccharide. Cette complexation non covalente donne lieu a la
formation d’un réseau a trois dimensions, et donc d’un hydrogel physique. Lorsque deux brins
de polymeére sont face a face, la conformation des blocs G forment des cavités dans lesquelles
viennent se loger les ions Ca**. Cette dimérisation des blocs G est communément appelée
structure type "boite d’ceufs". Un schéma représentatif de la gélification des chaines
d’alginate est représenté dans la Figure 111.4. La rigidité du gel obtenu dépend du ratio entre
les blocs G et les blocs M contenus dans le polymeére (ration G/M). De fagcon générale, les
alginates composés d’un faible ratio G/M forment des gels plus mous et élastiques, alors que

les alginates avec ratio G/M élevé donnent plutdt des gels durs et cassants [129].

Figure 111.4 Gélification de 1’alginate par des ions calcium, selon de modéle "boite d’oeufs".
Les blocs G de deux chaines sont d’abord dimérisés par une liaison électrostatique
avec un cation Ca2+, puis ensuite polymérises afin de former un gel dur [129].
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111.5.2. La gélatine

La gélatine est une substance protéique pure. Elle est obtenue généralement par hydrolyse
acide partielle (type A) ou hydrolyse alcaline partielle (type B) des fibres du collagéne;
Comme elle peut étre constituée par un mélange des deux types. La gelatine peut couvrir une

gamme de produits possédant des propriétés différentes [130-132].

A. Composition chimique de la gélatine

La gélatine contient un total de 18 acides aminés en différentes concentrations. La liaison de
ces acides aminés forme des chaines polypeptidiques. Chaque chaine contient environ mille
acides amineés. La structure globale de la gélatine est une molécule en forme de baguette se

composant des structures hélicoidales primaire, secondaire et tertiaire [104], (Tableau 1V).
B. Le pHetle pH;(pIE)

La mesure standardisée s’effectue sur des solutions a 6.67%. Toutes les solutions de gélatine
ont un pH qui varie en fonction du traitement subi par les matiéres premiéres et qui est
compris entre pH 4 et pH 6.5, donc Iégerement acide.

La gélatine est un exemple de polymere amphotere, présentant des propriétés cationiques en
milieu acide et des propriéteés anioniques dans un environnement alcalin. Elle se caractérise
donc par le point isoélectrique (pIE) qui joue sur son aptitude au mélange avec d’autres
hydrocolloides, c’est a dire par le pH auquel elle est globalement neutre (autant de charges
positives que négatives)[133]. A cette valeur de point isoélectrique, on a 1I’équilibre suivant
(Figure 111.5):

NH3+ OH- /NH3+ OH- /NH2
R — — R\ — = R

H+ COO0- H+ \COO-

COOH

Figurelll.5 : Equilibre de charges au point isoelectrique. [134]
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Tableau IV : Différentes fractions en acides aminés entrant dans la composition de la

gélatine. [133]

Teneur en acides aminés Teneur en acides aminés Structures
exprimé en g pour 100g exprimé en g pour 100g
de gélatine pure de gélatine pure
Alanine 11.3 Isoleucine 1.6 /
s
: H
H,N
\gﬂ
Arginine 9.0 Leucine 35
I\I ——
HzN ’ OH
O
Acide 6.7 Lysine 4.4 VAR
aspartique H,
HalN OH
0
Acide 11.6 Phenylalanine 2.5
glutamique
Glycine 27.2 OH Sérine 3.7 W
HaoN
A"/ H4
A.___OH
HaM
o
Histidine 0.7 Thréonine 24 WA
H4
A___OH
HaM
o
Proline 15.2 Tryptophane 0.0 S
H’#@H
HalN
Q
Hydroxyproline 13.3 NH Tyrosine 0.2 VAR
gk{o Hﬁé‘/OH
H,N
HO 0
Hydroxylisine 0.8 Valine 2.8 SN

OH
HzN

3
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C. Propriétés technologiques et caractéristiques de la gélatine

Le comportement physico-chimique de la gélatine est principalement déterminé par la
séquence en acides aminés de la molécule, par sa structure spatiale, sa distribution en masses
moléculaires, ainsi que par les conditions du milieu (pH, force ionique et la réaction avec

d’autres composes) [135].

Les propriétés associées a la gélification sont principalement la formation du gel, la
texturation, et I’effet épaississant. Ces propriétés sont reliées principalement a la viscosité, a
la structure, a la masse moléculaire et a la température du systéme. Le refroidissement d’une
solution de gélatine conduit a la formation d’un gel réversible. Cette réversibilité
théoriquement illimitée du processus de gélification est de loin la plus importante propriété
technologique de la gélatine. Parmi les critéres les plus importants qui déterminent la qualité
de la gélatine ; c’est le degré de bloom qui se trouve généralement entre 50 et 300. Il
caractérise le filmogéne et le pouvoir gélifiant de la gélatine (degré de bloom élevé implique
pouvoir gélifiant élevé) [136]. Ce pouvoir dépend de la concentration et de la force
intrinséque de la gélatine qui a la capacité de former des gels thermoréversibles en fonction de

la température [137].

Les propriétés de surface sont basées sur le fait que les chaines latérales de la gélatine, comme
celles de toutes les protéines, ont des groupements chargés et que certaines parties des
séquences aminées de la molécule, contiennent des acides aminés hydrophiles ou
hydrophobes. Les deux parties hydrophile et hydrophobe ont tendance a migrer vers la
surface, ce qui réduit la tension superficielle de la solution aqueuse. Dans le méme temps, la
gélatine a plusieurs propriétés qui protégent et stabilisent la surface formée. Cette propriété
multifonctionnelle de la gélatine est utilisée dans la production et la stabilisation des mousses

et émulsions.

La gélatine forme des solutions colloidales avec I’eau, solution dans laquelle le solvant est un
liquide et le soluté un solide dispersé de maniére homogene sous forme de trés fines
particules, la préparation étant soit un « sol », soit un gel. Elle est donc un « hydrocolloide ».
Ces hydrocolloides, sont souvent utilisés dans [l'industrie alimentaire pour leurs
fonctionnalités. Toutefois, un hydrocolloide seul, est incapable de remplir, toutes les fonctions
désirées, mais en comparaison avec celles d'autres hydrocolloides (alginates, carraghénanes,
etc.), les fonctions de la gélatine sont beaucoup plus larges (pouvoir gélifiant, épaississant)
[137].
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111.5.3 Chitine et chitosane

La chitine a été découverte pour la premiére fois en 1811 par le Professeur Henri Braconnot,
directeur du jardin botanique de Nancy. Un peu plus tard en 1859 fut la découverte du
chitosane par Rouget en traitant la chitine avec la potasse et en examinant les différentes
formes désacétylées obtenues. Le nom du chitosane a été proposé par Hoppe-Seyler en 1894.
Le chitosane est peu présent dans la biomasse, on le retrouve a 1’état naturel dans la paroi
cellulaire de certains champignons, de bacteries, levures et algues.

Chez les crabes et les crevettes, la chitine joue le rble de composants structuraux qui
renforcent et protégent les organismes. Idéalement, la chitine est un polysaccharide linéaire
constitué d'unités répétitives - (1-4) -2-acétamido-2-désoxy-d-glucopyranose ou lI'amine les

groupes sont entierement acétylés [138,139].

a. Structure chimique

Le chitosane est un copolymere linéaire flexible de 2-acétamido-2-déoxy-p-D-glucopyranose
et 2-amino-2 -déoxy-p-D-glucopyranose liés en B (1-4). Ce polysaccharide est obtenu par N-
déacétylation d’un des polymeres naturels les plus abondants, la chitine, extraite des
carapaces de crustacés tels que les crabes et les crevettes [140].

Le chitosane peut étre transformé sous différentes formes dans des conditions beaucoup plus
douces en raison de sa solubilité dans des solutions acides diluées, ce qui fait du chitosane un
biopolymere plus attrayant pour diverses applications.

Le chitosane a trois types de groupes fonctionnels réactifs, un groupement amine en position
C-2, deux groupements hydroxyles en positions C-3 et C-6 respectivement (Figure 111.6).
Gréace a ses groupements amines libres, ce composé possede des propriétés trés intéressantes.
Le chitosane, soluble dans les acides faibles, posséde une charge positive alors que la plupart

des polysaccharides sont chargés negativement [141,142].
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L OH

Figure 111.6 : Structure chimique du chitosane [142].

b. Propriétés du chitosane

e Degré de désacétylation
Le degré de désacétylation (DDA) est 1’'une des propriétés les plus importantes du chitosane.
Au cours de ses derniéres décennies, beaucoup de méthodes ont été développées pour la
détermination du DD, a savoir la spectroscopie infrarouge [143,144], la spectroscopie U-V
[145], la résonance magnétique nucléaire [146], la titration colloidale et la potentiométrie
[147]. Cependant, la méthode la plus simple reste la spectroscopie IR proposé par Khan et al.
[148].

e Solubilité
En effet, le chitosane se dissout uniquement en milieu acide par protonation des groupes
amine présents sur la macromolécule. L’équilibre suivant décrit 1’état d’ionisation du
polyélectrolyte en solution :
Chit-NH2 + H30+ — Chit-NH3 + H20

Le pKa du chitosane est approximativement égal a 6.3. Ainsi, lorsque le DDA est peu élevé,
c’est-a dire lorsque les groupements amine sont en petite quantité, le chitosane est peu
soluble. En général, on utilise du chitosane avec un DDA supérieur a 70 % pour avoir une
grande partie soluble. Un chitosane qui a un DDA égal a 85%, ses chaines sont flexibles pour
des pH supérieurs a 3 [149].

Plus le pH est bas, plus la viscosité est forte. La viscosité augmente également avec le DDA
car plus le polymeére est désacétylé, plus la proportion des groupements amine libres est
importante et plus il est soluble. La viscosité augmente également avec la concentration et elle
est en fonction de la Masse moléculaire des chaines macromoléculaires. Comme pour les
autres polysaccharides, la viscosité chute lorsque la température augmente [150].
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Le chitosane est facilement soluble dans les solutions acides diluées a pH <6 mais insoluble
dans I’eau et les solvants organiques. L’acide le plus couramment utilisé pour préparer une
solution est 1’acide acétique dilué. La valeur du pKa des groupes amine primaire du chitosane
est approximativement 6.3; par conséquent, dans des conditions acides de pH inférieur 6, les
groupes amine sont protonés, ce qui conduit a la répulsion entre les macromolécules chargées
positivement des chaines qui permettent aux molécules d'eau de diffuser et de solvater le
polymere et le polymére chargé positivement devient soluble. 1l est stable en milieu acide

La valeur du degré de désacétylation DDA influence fortement sa solubilité. La distribution
des groupes N-acétyle sur la chaine polymérique peut contrdler aussi la solubilité des

solutions données [151].

e Propriétés biologiques

Le chitosane est biodégradable et biocompatible ; il présente un caractére antithrombogenique
et homostatique. Il montre des propriétés cicatrisantes remarquables. Il a également des
propriétés inhibitrices sur la croissance de nombreux parasites et infections, de plus il a des
propriétés immunologiques, anti tumorales, antibactériennes et antifongiques.

C’est un agent épaississant grace a la liaison glycosidique B-(1 4), qui est un polymere semi-
rigide. En particulier, la possibilité de formation de ponts hydrogene inter-chaines augmente
encore ses performances, allant jusqu’a un comportement de type gel physique faible
[151,152].

c. Application du chitosane

Dans les années 1980, le chitosane a été évalué comme matrice pour une libération prolongée
des granules et comprimeés pour 1’administration de principes actifs en les encapsulant dans le
biopolymere qui permet de favoriser leur libération progressive et contr6lée[153-154]. On
peut également combiner les propriétés de deux polymeres comme les matrices composites
chitosane/alginate [151].

En médecine, il permet I’accélération de la cicatrisation et de la guérison des blessures, le
traitement des lesions épidermiques (chirurgie reconstructrice), la stimulation de la
régenération des tissus (chirurgie plastique), il est utilisé en cancérologie comme matrice pour
la régénération osseuse (substitut osseux, substitut de cartilage ou pour la reconstitution de la
peau ou peau synthétique), de méme il est utilisé en ingénierie tissulaire et en biologie

cellulaire. 1l est également employé pour la stimulation du systeme immunitaire, comme
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pansement, agent anticoagulant, agent hémostatique, agent anti-infectieux, antibactérien, anti-
tumeur [155].

Le chitosane peut étre utilisé dans I'administration transdermique de médicaments. C'est un
polymere mucoadhésif agent de libération prolongée [156].

En outre le chitosane a été largement utilisé dans des applications biomédicales. En
ophtalmologie, il a été étudié en tant que matériau pour la fabrication de lentilles de contact en
raison de sa capacité a former des films, de sa clarté optique et de sa stabilité mécanique.
Dans la cicatrisation des plaies, une grande quantité de recherche a étudié I'utilisation de
differentes formulations de chitosane pour la fermeture de plaies cutanées dans des modeles

animaux [151].
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Chapitre IV :

Matériels et méthodes
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Introduction et Objectifs

Les avancées technologiques en formulation galénique (formes a libération prolongée,
controlée soutenue...) ont considérablement amélioré la prise en charge des maladies
chroniques de facon générale et plus particulierement les maladies cardiovasculaires, qui
touchent une grande frange de population.

La microencapsulation est une technologie a laquelle a recours un grand nombre d’industries
pharmaceutiques et autres, impliqué dans la fabrication de produits formulés ; Elle consiste a
incorporer une ou plusieurs molécules dans des petites spheres creuses ou poreuses de taille
micromeétrique ; ces molécules sont alors protégées de I’environnement et peuvent étre
libérées hors de la microcapsule pendant un temps plus ou moins long et dans des conditions
précises de pH, de température et autres ...

L’objectif de cette thése s’articule autour de la formulation de microcapsules a libération
prolongée a base d’un principe actif médicamenteux appartenant & la famille des anti-
hypertenseurs dans un systeme matriciel par deux procédés différents: la gélification
ionotropique et la coacervation complexe.

L’intérét de ce type de matrices n’est plus a démontrer, puisqu’il s’agit de matrices
biodégradables formulées dans des conditions aqueuses, ne faisant pas appel aux solvants
organiques et a méme de garantir une libération prolongée et une protection optimale de la

substance active.

Les polymeres choisis dans la formulation des microcapsules appartiennent a deux familles
tres connues et trés répondues dans la nature, il s’agit pour la protéine de la gélatine et pour
les polysaccharides 1’alginate de sodium et le chitosane. Le choix de tels polymeres est en

effet justifié par plusieurs arguments :

o La nature polyélectrolyte des biopolymeéres et leurs charges opposées en milieu
aqueux : I’alginate (un polysaccharide anionique), la gélatine (une protéine amphotere) et le
chitosane (polysaccharide cationique) seront mis a profit pour favoriser la formation de
complexe proteine- polysaccharides qui va servir a I’encapsulation du principe actif

J Ces polymeres dits naturels présentent la propriété d’étre biodégradables donc bien
tolérés par I’organisme vivant, puisqu’ils seront ¢liminés sans risque de toxicité a court ou a
long terme.

o L’inertie de ces biopolyméres envers le principe actif en raison de la faible réactivité

des groupements fonctionnels présents.

63



Dans notre expérimentation et en vue de prolonger la libération du principe actif, nous avons

réalisé deux types de procédés de microencapsulation, présentés en deux parties :

. Premiére partie: ce sont des formulations basees sur le procédé de
microencapsulation par gélification ionotropique des macromolécules de 1’alginate de sodium,
par les cations divalents du calcium pour former un réseau tridimensionnel entre 1’alginate et
les ions calcium de type Egg-box, emprisonnant a I’intérieur le principe actif. Vingt-quatre
essais ont été réalisés en faisant varier le ratio polymeére (alginate de sodium) copolymeére
(gelatine) et le ratio PA /Polymeére. Lesquelles formulations ont été caractérisées du point de

vue technologique et biopharmaceutique

o Deuxiéme partie : dans ce volet, un autre procédé est étudié, il s’agit du procédé de
coacervation complexe entre 1’alginate et la gélatine suivi d’un enrobage par le chitosane.

Cette partie est subdivisée en deux étapes

> Premiére étape : consacrée a I’é¢tude des mélanges binaires ; pour bien élucider le
mécanisme de coacervation mis en jeu, nous avons en premier lieu étudié les mélanges
binaires gélatine-alginate de sodium a différents ratios et pH, que nous avons
caractérise sur le plan macroscopique et microscopique suivi par une étude structurelle
par des analyses rhéologiques et enfin des analyses granulométriques et

électrocinétiques.

> Deuxieme étape : grace a I’étude des mélanges binaires gélatine alginate, nous avons
fait ressortir les paramétres optimaux de coacervation que nous avons pris en compte
pour dresser un plan de formulation appuyé sur une méthodologie expérimentale
rationnelle et planifiee, basée sur la méthode des plans d’expériences. Cette méthode
permet de répondre a nos préoccupations tout en minimisant le nombre d’essais et en

assurant une qualité certaine des résultats sur le plan prédictif.
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1V.1. Matériels :

IV.1.1. Matiéres premieres

IV.1.1.1. Le principe actif : Acébutolol chlorhydrate

L'Acébutolol est un bétabloquant utilisé comme antihypertenseur. 1l est administreé sous forme de

chlorhydrate d’Acébutolol. Il est utilisé dans la prise en charge de I'angors, de I'hypertension

artérielle et I'infarctus du myocarde. Les propriétés physico-chimiques sont résumees dans le

(tableau 1V.1) ci-apres. Cette matiére a été procurée par CRD Saidal.

Tableau I : Résumé des caractéristiques physico-chimiques du principe actif [13](Fiche

technique fournisseur Polypharma).

Propriétés Désignation

Catégorie Petite molécule
Aspect Poudre cristalline blanche ou sensiblement blanche
Famille Beta bloquant sélectif

pharmacologique

Formule chimique

C18H29CIN204

pH

74a37c

Structure chimique

O. _CH;

/\)L CH;
H5C N
H

and enantiomer

Poids moléculaire

372.9 g/mole

Nom IUAP
N-[3-Acetyl-4-[(2RS)-2-hydroxy-3-[(1-methylethyl)amino]
propoxy]phenyl]butanamidehydrochloride.
Solubilité facilement soluble dans I'eau et I'éthanol 96° et trés peu soluble

dans I"acétone et le chlorure de méthylene

Teneur en principe actif*

99,0 a 101,0 pour cent de substance desséchée

Point de fusion

141a144°C

*Titre renseigné par la fiche technique fournisseur
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e Classification biopharmaceutique :
Le systeme de classification biopharmaceutique (BCS) permet de différencier les
médicaments sur la base de leur solubilitt et de leur perméabilité.
Le BCS constitue un guide fourni par ’agence américaine Food Drug Administration FDA

[157] pour la prédiction de I'absorption intestinale des médicaments .selon cette classification
Acébutolol est une molécule classe Il cest a dire trés soluble et faiblement perméable.
Il est & noter que :

0 Une substance médicamenteuse est considéree comme « tres soluble » lorsque la plus
forte dose clinique est soluble dans 250 ml ou moins de milieu aqueux, dans une
gamme de pH de 1 a 7.5a 37°C

0 Une substance médicamenteuse est considérée comme « hautement perméable »

lorsque I'absorption (chez I'Homme) est supérieure & 90% de la dose administrée
comme. La perméabilité peut étre déterminée de plusieurs fagons mais le plus souvent

est effectuée a I'aide de la lignée Caco-2

o Propriétés pharmacologiques du principe actif.

» Famille pharmaco-thérapeutique : Acébutolol est un bétabloquant sélectif

(code ATC : CO7ABO04). Il se caractérise par trois propriétés pharmacologiques :

o Activité bétabloguante béta-1 sélective,
« Effet anti arythmique,

» Pouvoir agoniste partiel (activité sympathomimétique intrinseque modérée).
» Indication en cardiologie :

0 Hypertension artérielle.

o0 Prophylaxie des crises d'angor d'effort.

0 Traitement de certains troubles du rythme : supraventriculaires (tachycardies, flutters
et fibrillations auriculaires, tachycardies fonctionnelles) ou ventriculaires (extrasystole

ventriculaire, tachycardies ventriculaires). [158, 159]

66


http://www.fda.gov/AboutFDA/CentersOffices/OfficeofMedicalProductsandTobacco/CDER/ucm128219.htm

> Propriétés pharmacocinétiques

Aprés une administration par voie orale, I’Acébutolol est absorbé rapidement et presque en
totalité par le tube digestif (90 %). Il présente une biodisponibilité de 40%. Le métabolite
majoritaire est I’Acétyle dérivative diacetalol qui est un métabolite actif. Aprés une
administration par voie orale 20 a 40 % de la dose est excrétée dans les urines en 24 heures, 9
a 12% de la dose reste inchangée et 12 a 24% sous forme de di acetol. Jusqu™ & 60% de la

dose est éliminée dans la matiere fécale sous forme inchangée et sous forme de di acétol [159].

- Concentration plasmatique
Aprés une administration de dose unique de 400mg d Acébutolol a 8 personnes le pic

plasmatique moyen de concentration de 0.7mg/L, d Acébutolol est atteint au bout de 2 heures
et un pic plasmatique moyen de di acétol de 0.8mg/L, est atteint au bout de 4 heure apres une
administration orale chronique de 300mg d"Acébutolol chaque 6 a8 heures a 6 personnes une
concentration plasmatique moyenne de 0.51 a 1.23 mg/l d Acébutolol est enregistrée[159-
161].

Toxicité : Une dose toxique d Acébutolol est atteinte a une concentration sanguine de
34.7pg/ml.

- Demi -vie plasmatique: 6heures

Volume de distribution : de 1a 3 L/kg

Fixation aux protéines plasmatiques : A un taux de 20%

> Mode d’action et pharmacologie clinique de I' Acébutolol.

Le chlorhydrate d'Acébutolol est un inhibiteur des récepteurs B-adrénergiques. Les études
effectuées in vitro et in vivo chez I'animal montrent que le produit a un effet électif sur les
récepteurs bétal situés principalement sur le muscle cardiaque. Cet effet électif n'est
cependant pas absolu et, a fortes doses, I'Acébutolol inhibe les récepteurs béta2 situés
principalement dans les musculatures bronchique et vasculaire.

Ses effets périphériques consistent en une réduction de la fréquence cardiaque, surtout a
I’effort, et une baisse de la tension artérielle chez les sujets hypertendus. Acébutolol et son
métabolite tout aussi actif, le diacétolol, exercent une activité anti arythmique et possédent
également une activité agoniste partielle (ou activité sympathomimétique intrinséque)
[162,163].
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1V.1.1.2 les bio polymeres :

a. Choix des bio polymeres :

Notre choix a été porté sur des bio polymeres trés abondants dans la nature et faisant appel a
des procedes d'extraction bien maitrisés, faciles et reproductibles ce qui rend leur
disponibilité et leur codts intéressants.

D un autre cote, et du point de vue fonctionnel, leurs propriétés de former des complexes de
nature électrostatique les rendent des candidats potentiels pour la formulation des
microcapsules. Pour notre cas | alginate qui est un polysaccharide anionique et la gélatine une
protéine de charge positive forment sous certaines conditions (pH, force ionique,
concentration et ratio) un complexes qu on s'efforcera d étudier et d optimiser en vue de

garantir une libération prolongée du PA encapsulé.

¢ Alginate de sodium
Description : La Pharmacopée Européenne 8 ™ édition décrit I'acide alginique comme un
mélange d'acides poly uroniques [(CsHsOg) n] composé de résidus d'acide D-mannuronique et
L glucuronic, et obtenu principalement a partir d'algues appartenant aux Phaeophyceae. Le

poids moléculaire est généralement de 20 000 a 240 000 [156,13].

Figure IV.1 : Alginate de sodium [156].

Les propriétés de I’alginate de sodium sont renseignées dans le tableau 11, cette matiére a été
fournie par SIGMA- Aldrich® USA
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Tableau Il : Propriétés physico-chimiques de I’alginate de sodium [156].

Désignation

Propriétés

Nom

Acide alginique, sel de sodium issu des algues brunes

Fournisseur

SIGMA —ALDRICH ® USA

Grade * Médium viscosité
Apparence Poudre presque blanche ou marron jaunatre
Solubilité Insoluble dans I’éther, le chloroforme, 1’éthanol (96%)les solvants

organiques et les solutions acides(pH<3)

Soluble dans I" eau (il forme une solution colloidale)

Incompatibilité

- dérives acridine, le cristal violet, I’acétate et le nitrate phényl

mercurique, les sels de calcium, les métaux lourds et I’éthanol

Stabilité Stablea: 3<pH<10
Si pH<3, I’acide alginique se précipite
Viscosité* En solution a 2% dans 1’eau et 25 ° ¢ mesurée avec un viscosimétre

Brookfield : >2000cps

Conservation

Endroit fermé hermétiqguement, sec et frais (produit hygroscopique)

Ne doit pas étre conservé dans un contenant en métal

Toxicité

Non toxique

*La viscosité est une spécificité de cette matiére, elle est donnée par Sigma Aldrich

s Lagélatine :
La gélatine utilisée est la gélatine de type B, fournie gracieusement par CRD SAIDAL. Ses

propriétés physico-chimiques sont renseignées dans le tableau 111

FigurelV.2 : Photo de la gélatine poudre [156]
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Tableau 111 : Propriétés physico-chimiques de la gélatine [156]

Désignation Propriétés

Caractéristiques Légérement jaunatre ou brun jaunatre clair, solide, se manifestant
habituellement sous forme de feuilles, de lambeaux, de granules ou

de poudre translucides.

Solubilité Pratiquement insoluble dans les solvants organiques, la gélatine
gonfle dans l'eau froide et donnent au chauffage une solution

colloidale qui, en refroidissant, forme un gel plus ou moins ferme.

pH 3,824 7,6 pour une solution de 1pour cent dans |'eau exempte de co,

a une température de 55° C

Conductivité maximum 1 mS.cm— 1, déterminée pour une solution de 1.0 pour
cent at 30 £1.0 °C.

Force de gel De 80 & 120 % de la valeur nominal. La force de gel exprime la

(Bloom value) masse en gramme nécessaire a produire une force lorsqu elle est

appliquéea un disque de 12.7mm de diametre,est capable de faire
une depression de 4mm dans un gel ayant une concentration de
6.6% (m/m) et murit a 10°C

Conservation A I" abri de la chaleur et I'humidité

Densité 1.32 g/cm3

Point isoélectrique | 4.7

% Le chitosane :

Le chitosane est un polysaccharide linéaire formé d’unités D-glucosamines liées entre elles
par des liens glycosidiques et de N-acétyle -D-glucosamine. Le chitosane est dérivé de la
chitine, le deuxiéme composant trés abondant dans la nature apres la cellulose. Elle est la
composante principale d’exosquelette des arthropodes (crustacés) ou de 1’endosquelette des
céphalopodes (calamars), des cuticules des insectes.

Le chitosane utilisé provient d’une extraction a partir de 1’exosquelette de crevettes rougeau
niveau du laboratoire de recherche Analyse fonctionnelles des procédes chimiques du
département de génie des procédés a I'université¢ de Blida I selon une méthode décrite par la

littérature [164].
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Tableau IV : Propriétés physico-chimiques du Chitosane [156] [209]

Désignation Propriétés
Non chimique Poly-b-(1,4)-2-Amino-2-deoxy-D-glucose
Structure chimique ' . cw
OH NH
NH; .
O [e]
- o HO NH;
OH
OH
Aspect . )
Le chitosane se présente sous forme de poudre blanche, blanche
crémeuse
Solubilité Insoluble dans 1’eau, I’éthanol et les solutions de NaOH et
soluble dans les solutions diluées d’acide acétique
Pka 6.2
Granulométrie D42 107pum
Degré de de-acétylation 93%

Poids moléculaire 250.21 KDa

1V.1.2. Equipements
a. Equipements de préparation : Les équipements de préparation utilisés sont présentés
dans le tableau ci-apres :

Tableau V: liste des équipements de préparation utilisés
Margue Spécifications

Désignation de

I"équipement

Agitateur magnétique et IKA WERK A vitesse réglable et

plaque chauffante Température réglable

Agitateur a hélice IKA RW 015/2 [200-2000 tr/mn]
HomogénéiseurUltraturax POLYTRON PT 100 [200 /20 000 tr /mn ]
SIGMA 3-30K De [1 a 15 000tr/mn]

Centrifugeuse
ATempérature réglable

Etuve MEMERT Température et ventilation
réglables
Balance OAHUS ADVENTURER ® Poids max 120g
Precision: d =0.0001g
e =0.001g
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b. Equipements de caractérisation
Les équipements de caractérisation physico-chimiques du complexe et des microcapsules sont
présentés dans le tableau ci-apres :

Tableau VI : liste des équipements de caractérisation

Désignation de I’équipement Marque
Microscope optique JENALUMAR
Spectrophotométre UV-VIS SHIMADZU UV -VIS 200 A 600 nm
Granulomeétre Laser MALVERN

piloté par un logiciel MALVERN MASTER SIZER 2000

Détection micrométrique de 0,02 & 2000pum

Zétametre ZETACISER 2000 MALVERNE
piloté par un logiciel MALVERN ZETASIZER 2000
Rheomeétre MCR 302 (Anton PAAR PHYSICAGMBH GERMANY)

Piloté par un logiciel RHEOPLUS US2000(Anton PAAR
PHYSICAGMBH GERMANY)pour 1’acquisition et le
traitement des données expérimentales avec un systeme de
mesure de type Plan/ Plan 25, rayon 10 mm et un gap de 1
mm , relié & un thermostat

Dissolutest PHARMATEST PTWS 300
Avec des systemes d agitation de type palettes tournantes et

huit bacs de capacité maximale 900ml

Spectrophotomeétre a IR FTIR PERKIN ELMER

Microscope Electronique a QUANTA 650
balayage MEB

% Principe de mesure et Spécifications techniques des équipements de
caractérisation :
1. Le microscope : le microscope est un appareil optique muni de lentilles qui permet de
grossir I’image et donc de voir de petits détails. Le principe est le suivant, la préparation est
éclairée par une lampe, les molécules a observer vont interagir avec la lumiére de plusieurs
fagons, soit en absorbant certaines longueurs d’onde de la lumiere. C’est la microscopie en
lumiére directe. Soit en provoquant un déphasage des différents rayons lumineux. C’est la
microscopie en contraste de phase ou encore en eémettant de la lumiére a une autre longueur

d’onde que celle d’origine , c’est la microscopie a fluorescence[166].
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2. Le Spectrophotometre a UV-Vis :

La spectroscopie d’absorption UV/Visible est 1’'une des méthodes d’analyse de Ia
spectroscopie moléculaire. C’est 1'une des plus utilisées. Elle permet de nombreuses
déterminations quantitatives. Les applications analytiqgues de la spectrophotométrie
d’absorption moléculaire UV-visible concernent les molécules en solution, elles peuvent étre
qualitatives ou (et) quantitatives. Dans les deux cas, elles font appel a la loi de Beer-Lambert
qui établit la relation existante entre intensité transmise | et intensité incidente I.

Pour notre cas cette technique a été utilisée pour quantifier le principe actif Acébutolol lors du
dosage et lors des essais de dissolution et aussi pour mesurer la turbidité des mélanges

polymériques [165].

3. Analyse granulométrique par granulométrie Laser :
L'analyse par le laser est basée sur l'analyse de la tache de diffraction d'un faisceau laser
traversant une particule. C’est une technique qui permet la mesure de la taille des particules,
ou plus exactement de leurs rayons, et de déterminer la fréquence statistique des différentes
tailles de particules. Cette mesure est tres rapide (quelques secondes), trés fiable, et

actuellement totalement automatisée [167] [168].

Rayon incident

FigurelV.3 : Interaction de la lumiere avec une particule [168]
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4. Le rhéométre :

La rhéologie est la science qui étudie le comportement mécanique des matériaux, c’est a dire
les relations entre les déformations et les contraintes. La rhéologie a vécu un essor
considérable ces dernieres années : au carrefour des diverses branches de la mécanique, de la
physique, et de la chimie. La rhéologie, en étudiant finement les relations entre contraintes et
déformations au sein des matériaux, a permis de faire une bonne compréhension et description
des écoulements, ainsi que l’analyse et 1’établissement des lois de comportement des
substances [169].

Les mesures sont effectuées sur un appareil de mesure MCR 302 PAAR
PHYSICARHEOLAB relié a un thermostat ou la température est réglable. Le viscosimeétre est
piloté par un micro-ordinateur utilisant le logiciel Software RHEOPLUS US 200. Le systeme
de mesure utilisé est de type Plan/Plan Gap 1mm.

Le rhéométre MCR 302 est utilisé en contrble de qualité, il permet de faire 1’enregistrement
des courbes d’écoulement en régime stationnaire ainsi que la viscosité des fluides Newtoniens
et des fluides non Newtoniens. Cependant il peut aussi effectuer des tests en régime non
stationnaire et cela en mesurant la viscoélasticité des substances.

Il offre les caractéristiques spécifiques suivantes :

" Contrdle digital de la vitesse et du couple de rotation,
. Adaptation automatique des parameétres de contr6le durant le test,
. Affichage direct des valeurs mesurées et calculées : vitesse, couple de rotation,

gradient de vitesse, contrainte de cisaillement, viscosité, température, temps

5. Le Zétamétre :
La mesure du potentiel zéta des solutions de polymeres a été réalisée a 1’aide d’un Zétametre
de marque « ZETASIZER 2000 » de MALVERN, relié a un microordinateur et piloté par un
logiciel ZETASIZER 2000 ADVANCED. Le Zétasizer utilise la méthode LDE (Laser
Doppler Electrophoreses), appelé tout simplement I’électrophorese. Cette méthode consiste a
mesurer le mouvement des particules colloidales lorsqu’elles sont soumises a un champ

électrique.
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= Le Potentiel zéta

Lorsqu'on applique un champ électrique dans une suspension contenant des particules
chargées, les particules acquierent une certaine mobilité dépendant de leur charge et de leur
cortege ionique. Il existe alors, au sein de la double couche, un plan délimitant deux
comportements d'ions différents. Les ions présentant une affinité spécifique pour la surface
accompagnent la particule dans son mouvement, alors que les ions ayant une attirance plus
faible se séparent progressivement de la surface. Ce plan, appelé plan de cisaillement, est
défini a partir de considérations hydrodynamiques. Cependant, il est possible de le relier a la
description chimique de la double couche. En effet, il est généralement trés proche du plan
délimitant la couche compacte de la couche diffuse, dit plan externe de Helmholtz (Figure
IV.4).Le potentiel au plan de cisaillement est couramment noté potentiel zéta ou {[170].

Chargede Cowche )
surface de Stemn couche diffuse

L)

-~
Plan inteme Plan externe Plan de coupure
d'Helmheltz d'Helmholtz  hydrodynamique R

Figure 1V.4 : Vue schématique de la double couche électrique [170]

Principe des mesures électrocinétiques

Le principe de mesure repose sur la mobilité électrophorétique des particules chargées en
suspension dans un réservoir électrolytique. L'application d'un champ électrique entraine les
particules chargées vers I'électrode de charge opposée. C'est le phénomeéne d'électrophorése.
Simultanément a I'électrophorese intervient le phénomeéne d'électro-osmose. Les parois de la
cellule étant chargées, il en résulte, sous I'effet du champ électrique appliqué, un déplacement

du fluide dans son ensemble, selon un profil parabolique [170].
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6. Spectrophotometre a infra-rouge :
Principe : La spectroscopie infrarouge est un moyen de diagnostic permettant de déterminer
la nature des liaisons chimiques présentes dans une molécule. En effet, 1’expérience
montre que certaines fréquences de vibration, dites « fréquences de groupe », sont

caractéristiques de la présence d’un groupement chimique dans la molécule étudiée.

La spectroscopie infrarouge est un trés puissant moyen de caractérisation pour identifier des
groupements moléculaires et obtenir de nombreuses informations sur leur conformation et

leurs éventuelles interactions [171-173].

Séparateurde T > Miroir fixe
rayons
IS N
e e ey A e I Miroir
: Z. | mobile
] ——
Source N g

IR

—_—— Echantillon

Détecteur

Spectrogramme

) *'ni‘
TF 7y Y W'
Interférogramme ' !
/v | i

Figure IV.5 : Fonctionnement d un spectrophotometre a Infra-Rouge

Pour nos manipulation nous avons utilisé un spectrophotometre PERKIN ELMER doté de la
techniqgue ATR (Attenuated Total Reflectance) ,qui est une technique en spectroscopie
infrarouge, ou plus précisément spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR),
permettant de déterminer les liaisons chimiques d’un échantillon. Elle est basée sur le principe
optique de la réflectance, phénomeéne optique bien connu. Cette méthode ne nécessite que trés

peu de préparation de 1’échantillon, et permet d'analyser aussi bien les liquides que les solides.
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7. Ledissolutest :
Le PHARMATEST est un appareil qui se compose de Récipients cylindriques (7ou
8) muni d’un couvercle. L appareil est muni d’un agitateur constitue
d’une tige qui se termine par le mobile tournant, Un Bain d’cau avec thermostat (37£0.5°C).
Cet appareil est destiné a la mise en ceuvre de L’étude de la vitesse de dissolution

des principes actifs a partir de formes galéniques seches.

IV.2. Méthodes :
IV.2.1. Méthodes de préparation

Selon la littérature plusieurs procédés de préparation des microcapsules ont été mis en
ceuvre et étudiés pour 1'encapsulation des principes actifs. Ils different selon les matériaux

utilisés (type de polymeéres) et le mécanisme mis en jeu.

Pour notre cas nous avons étudié deux méthodes différentes :
» Le procéde de complexation par les ions calcium
> Le procédé de coacervation complexe de la gélatine et 1’alginate de sodium dans les

conditions optimales.

IV.2.1.A. Préparation des microcapsules par le procéde de complexation par les ions
calcium :

Ce procédé, appelé aussi la méthode d extrusion /gelification, est largement décrit dans la
littérature par plusieurs auteurs qui I'ont utilisé comme une technique d’encapsulation de
substances pharmaceutiques tel que Malayacet al en 2007 [174] P’ont utilisé pour
I’encapsulation de furosémide et Paul de Vosa et al 2006 [175] , pour I’encapsulation de
cellules pancréatiques ainsi que d’autre auteurs Manjanna et al 2010[176] pour 1’aceclofenac,
et Shammi Goyalt 2011[177] pour 1’encapsulation de liposomes a base de prédnisolone .
D’autres application de la microencapsulation par ce procédé pour des ingrédients non
pharmaceutiques en agroalimentaire ont été étudiées tels que les probiotiques [178,179], et en

cosmétique et pour I'encapsulation d huile essentielle [180].
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¢ Principe :
Le procédé de préparation des microencapsules par complexation repose sur la propriété de
gélification ionotropique de I’alginate de sodium en présence de sel de calcium le CaCl,. Le
principe de la technique consiste en I'extrusion de la solution de biopolymeéresqui tombe
goutte a goutte a travers un orifice (seringue hypodermique de diameétre intérieur 750um)
dans un bain contenant le milieu séquestrant :la solution de CaCl,, conduisant a la gélification
des gouttes ou a la formation d’une membrane autour de ces gouttes sphériques [181].

¢+ Meécanisme de la réaction mise en jeu
L’alginate est un polysaccharide chargé négativement, il gélifie en présence d’ion divalent tel
que le Ca®* [1]. Le mécanisme proposé consiste en une transition conformationnelle des
chaines d’alginate aprés addition des cations multivalents a un sel d’alginate de sodium, les
chaines passent de I’état d’hélices flexibles a un état ordonné ou deux chaines sont associés.
L’association de ses deux chaines se fait par un mécanisme coopératif : la fixation d’un cation
dans un bloc GG facilite la capture d’un second cation au sein du méme bloc entre les deux
chaines impliquées ; ce mécanisme mene a la formation de zone de jonction au niveau de bloc
GG, par la suite la gélification se poursuit par une agrégation des zones de jonction en
domaine étendus [182] (FigureslIV.6, 7).

o
o
OH

M /
>
OH

[ OH
OH O

Figurel V.6 : liaisons covalentes des ions calcium avec les résidus poly-G d'alginate [181]

FigurelV.7 : Mécanisme de Gélification de I’alginate de sodium par les ions Calcium [182]
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« Matrice des essais :

Les essais ont été realisés en faisant varier les ratios de polymeéres (Alginate de
sodium/gélatine) a : [(100/0), (80/20), (70/30), (60/40), (50/50), (40/60), (30/70), (20/80)] en
fonction des ratios (PA / Taux de polymeéres) a [(1/1),(1/2),(1/3)]. La concentration totale en

polymere étant figée a 2% (m/v), vingt-quatre essais ont été réalisés et sont présentés dans le

Tableau VI, si dessous :

Tableau VII : Matrice des essais de formulation des microcapsules par le procédé de

gélification ionotropique

Numéro d’essai Proportion Alginate/gélatine Ratio (PA/Polymere)
1 100 /0 1/1
2 Ya
3 1/3
4 80/20 1/1
5 Ya
6 1/3
7 70/30 1/1
8 Ya
9 1/3

10 60/40 1/1
11 Ya
12 1/3
13 50/50 1/1
14 Ya
15 1/3
16 40/60 1/1
17 Ya
18 1/3
19 30/70 1/1
20 Ya
21 1/3
22 20/80 1/1
23 Ya
24 1/3
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% Mode opératoire

Les solutions d'alginate de sodium et de gélatine sont préparées séparément. On fait
disperser I'alginate de sodium dans de I'eau purifiée sous agitation magnétique a
froid jusqu'a I'obtention d’une solution colloidale homogéne. la solution de gélatine
est obtenue quant a elle par dispersion a chaud (50°C) dans I'eau purifiée. On fait
dégazer les deux solutions dans un bain a ultrasons pour éliminer les bulles d air, puis
on mélange les solutions de polymeéres et on fait dissoudre la quantité de principe
actif nécessaire de fagon a obtenir les ratios indiqués dans le tableau de la matrice
des essais (TableauVIl.)

D’autre part on prépare des solutions de CaCl, a 5% qui va servir a la complexation
de l'alginate.

Les solutions de polymeéres et principe actif sont ajoutées goutte-a-goutte par
I’intermédiaire d'une seringue hypodermique (diametre intérieur 750um) dans une
quantit¢ de 250ml de la solution de I1’agent gélifiant CaCl,, sous agitation
magnétique ;

Laisser les solutions sous agitation pendant 60 minutes pour que les spheres se
solidifient,

Filtrer et laver 3 fois avec de l'eau distillée, les microsphéres obtenues. Puis les

récupérer et les faire séchées a I’air a une température ambiante (Figure 1V.8).
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‘Q\I}‘x Solution de polymere + principe, actif

Eau distillég /ﬂlginate de sodium+ gélatine +principe actif / solution de CaCl:

itateur mécanique 3 hélice

microcapsule

/ Plaque chauffante

—|
]
Etape 1 : préparation de la solution Etape 2 : Formation de microcapsules par
polymeres/ PA Gélification avec les ions calcium

T eRf285

Etape 3 : récupération des

microcapsules

FigurelV.8 : Schéma du protocole de fabrication des microcapsules par le procéde de

gélification par les ions calcium
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IV.2.1.b : Préparation des microcapsules par le procédé de coacervation Complexe :

Gélatine et Alginate de sodium

Avant de procéder a la préparation des microcapsules par ce procédé de coacervation
complexe nous avons en premier lieu, étudier les mélanges des deux biopolymeéres avec leurs

interactions et les conditions de complexation.

1. Etude des mélanges binaires alginate gélatine :
Le but de cette premiére étape d’étude est de déterminer les conditions optimales de formation
du complexe protéine- polysaccharides, pour notre cas la gélatine et I"alginate, et cea travers
I"étude du comportement des mélanges protéine polysaccharides dans diverses conditions de
pH, de concentration et de ratio protéines polysaccharides , par la caractérisation rhéologique,
Zetametrique, microscopique et granulométrique. En effet plusieurs travaux dans la littérature
ont étudié ce type de complexe afin d élucider la nature et le comportement des complexes
formés comme celui de Md. AbdurRazzakMoojoong et al[183] , qui ont mis en évidence les
interactions aqueuses entre la gélatine de poisson et | alginate ainsi que les travaux de Shinde
and Nagarsenker, et al.[184] et dans les travaux de ZhanfengDongShinde and
Nagarsenker[185].
Pour cela  nous allons étudier quelques parameétres qui conditionnent la formation du
complexe protéine /polysaccharide (gélatine/alginate de sodium) tel que le ratio et le pH du
milieu et ce en faisant varier ces parameétres.

e Matrice d’essai :
Nous avons réalisé 40 essais en faisant varier les pH des solutions polymériques a (2 ; 2.5 ; 3,
3.5;4,45,5 55, 6, 7) et les ratios protéine /polysaccharides (gélatine / alginate) a (1 :1,
2:1; 3:1; 4:1) a une concentration globale de polymere de 2%, la matrice d’essai est

représentée comme suit (Tableau VIII):
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Tableau VIII : Matrice des essais des mélanges gélatine alginate de sodium.

Essai Ratio (gélatine pH Essai Ratio (gélatine pH
/alginate) /alginate)
1 1:1 21 1:1
2 2:1 2 22 2:1 4.5
3 31 23 31
4 4:1 24 4:1
5 1:1 25 1:1
6 2:1 2.5 26 2:1 5
7 3:1 27 3:1
8 4:1 28 4:1
9 1:1 3 29 1:1 55
10 2:1 30 2:1
11 3:1 31 3:1
12 4:1 32 4:1
13 1:1 35 33 1:1 6
14 2:1 34 2:1
15 3:1 35 3:1
16 4:1 36 4:1
17 1:1 4 37 1:1 7
18 2:1 38 2:1
19 3:1 39 3:1
20 4:1 40 4:1

% Meéthodes de préparation des mélanges gélatine / alginate de sodium :
Les mélanges de protéines et polysaccharides sont préparés en faisant disperser séparément
I’alginate et la gélatine dans I’eau purifiée puis on mélange les deux solutions et on ajuste le
pH a la valeur désirée.
La quantité calculée de gélatine est chauffée a une température de 50 C° dans un volume
suffisant d’eau purifiée sous agitation magnétique jusqu a dissolution parfaite. La solution
d’alginate est préparée séparément par dispersion puis agitation dans de 1’eau purifiée a

température ambiante jusqu’a I’obtention d’une solution colloidale homogene. Cette dernicre
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est additionnée sous agitation a la solution de gélatine a la proportion calculée pour atteindre
le ratio désiré, puis on compléte jusqu’au volume nécessaire avec 1’eau purifiée.
L’ajustement de pH des solutions se fait avec I’acide acétique CH3COOH (0.1N)
etI’hydroxyde de sodium NaOH(1N), jusqu’a I’atteinte des différentes valeurs de pH (2 ; 2,5 ;
3;3,5;4,45,5,5.5,6,7) pour chaque ratio.

2. Préparation des microcapsules par coacervation complexe

< Principe de la technique :

La coacervation complexe est définie comme une séparation de phase liquide —liquide dans un
systeme colloidal induite par des interactions électrostatiques entre deux polymeres de
charges opposées. La phase la plus concentrée est le coacervat et I'autre phase est la solution
d équilibre. La desolvatation simultanée des deux poly électrolytes hydrosolubles portant des
charges opposées est le plus souvent provoquée par une modification de pH du milieu aqueux
le coacervat est ainsi formé par la précipitation de deux polymeres de charges électriques

opposeées en interaction électrostatiques [79].

Plusieurs exemples de travaux ont étudié la coacervation complexe comme technique de
microencapsulation moyennant plusieurs systémes, a |'exemple du systeme gélatine/gomme
d’acacia, étudié par Madanet al.1972 [186], Junyaprasert et al.2001[187], Lemetter et
al.2009[188], Z.Dong et al.2011[189], Zhang et al.2012 [190], Lv et al.2012[191]. Les
systemes pectine/gélatine et alginate /gélatine étudié par Saravanan et Rao2010 [192], et le
systeme alginate/chitosan étudié par Lucinda Silva et al. 2010 [193].
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% Matrice des essais

» Méthodologie expérimentale
La méthodologie expérimentale adoptée dans la formulation des microcapsules a base
d’Acébutolol chlorhydrate par la technique de coacervationet enrobage repose sur la
planification expérimentale moyennant le logiciel MODDE 6. Le recours a cette méthode des
plans d’expériences permet d’obtenir des modeles prévisionnels des réponses étudiées, ainsi

que les conditions optimales, et ce avec un minimum d’essais et un maximum de crédibilité.

> Définition et rappel théorique sur de la méthodologie des plans d expérience
Il 'y a différentes maniéres de planifier une expérimentation. La plus intuitive est de faire
varier un seul élément a la fois parmi d’autres qui restent fixes. Cette méthode sur laquelle
sont basées tant de recherches, ne permet que d’étudier I’évolution du systéme par rapport a la
variation de cet élément seul. L’apparition des « plans d’expériences » a révolutionné le
planning des expériences, I’idée est qu’au lieu de faire varier un seul élément ou facteur a la
fois, tous les facteurs varieront en méme temps sur les bases de données statistiques qui nous
garantissent précision et optimalité.
Un plan d’expérience est une planification de I’ensemble des expériences d’un probléme
multiparamétrique. Son objectif principal est de réduire au minimum le nombre d’essais
expérimentaux par rapport a une approche classique, et d’en assurer une meilleure qualité de
résultats, en plus il nous permet une modélisation mathématique a 1’aide d’une simple
régression linéaire multiple.
La méthode par la modélisation en surface de réponses (RSM) a été appliquée moyennant le
logiciel MODDE 6.0. 11 s’agit d’une étude fine de modélisation qui s’appuie sur un mod¢le
polynomial du second ordre et tient compte des interactions entre les facteurs, dont
I"écriture est :
Y =ap tagtagXgtaXatasXstay Xy tazXytagsXstapX Xt 3X1 X3 +a3XoXs
Le plan d’expérience utilisé est un Composite a Face Centré, CCF, contenant 17essais
(Tableau IX) dont trois au centre du plan, pour la répétabilité. Ou : y est la réponse et les
variables centrées réduites du plan sont X;,X,X5, qui sont comprises entre -1 et +1 qui
représentent les variables de contrbles ou facteurs de formulation pour notre cas ils sont
définis par facteurs étudiés. L ordre de réalisation des essais est un ordre aléatoire randomisé

proposé par le MODDE 6.
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> Définition des facteurs étudiés :

Les facteurs de formulation étudiés ou variable de contrdle sont en nombre de trois :

F; . Cp Concentration massique totale en polyméres variant de [1% — 4%, poids /poids]

F, : R Ratio protéine-polysaccharide (gélatine/alginate de sodium) variant de [1 — 4]

F3 . Cx Concentration massique en Chitosane variant de [0.1% — 1%, poids /poids]

Les Facteurs figés (invariables) sont quant a eux représentés par :

Concentration du PA : Acébutolol chlorhydrate 1% [poids/poids]

Concentration du conservateur : Azide de sodium 0.03% [poids/poids]

Tableau IX : Matrice des essais de microcapsules préparées par le procédé de coacervation

N° F1 F2 F3
d’expérience Ordre des essais Cp R Ratio Cx
Concentration% Concentration%
1 13 1 1 0.1
2 1 4 1 0.1
3 14 1 4 0.1
4 1 4 4 0.1
5 2 1 1 1
6 12 4 1 1
7 7 1 4 1
8 9 4 4 1
9 6 1 25 0.55
10 16 4 25 055
11 15 2.5 1 0.55
12 3 2.5 4 0.55
13 4 25 25 0.1
14 17 25 25 1
15 5 2.5 2.5 0.55
16 8 25 25 0.55
17 10 25 25 0.55
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%+ Mode opératoire :
Dans le cadre de notre étude et pour I'encapsulation du principe actif Acébutolol, nous avons
utilisé le procédé de double encapsulation par la technique de coacervation complexe a base
d'un systéeme gélatine et dalginate. Le procédé repose sur la technique d émulsification et
réticulation suivi d'un enrobage par un polysaccharide cationique le chitosane. Cette

technique estinspirée de la méthode N. Devi 2013[194] avec quelques modifications.

Les solutions polymériques (alginate- gélatine- principe actif) constituant la phase interne
d'une émulsion de type eau dans I"huile e/h, ou H/L, sont dispersée dans une phase lipophile
(huile de vaseline) puis la coacervation est déclenchée par abaissement de pH, une étape de
réticulation par le formaldéhyde est réalisée pour durcir les microcapsules.

% Mécanisme de la coacervation : Le meécanisme de la coacervation peut étre

schématise comme suit (figurelV.9)

O ., O s
o © 00 0 - [ 7 | @ &

1.Emulsification 2. Coacervation 3. Dépobt du coacervat

sada

3. Réticulation et précipitation

FigurelV.9 : Schéma du protocole utilisé pour la préparation des microcapsules par

coacervation

» Préparation des solutions colloidales de polymeéres ;
. L alginate de sodium est dispersé par agitation magnétique a froid dans I'eau purifiée
jusqu’a obtention d'une solution homogene (pendant 2 a 4 heures).
. La gélatine est dispersée a chaud (50°) sous agitation magnétique dans 1'eau purifiée jusqu’a

obtention d"une solution homogene (pendant 1heure).

87



» Meélange des deux solutions polymériques :
Les deux solutions polymériques sont mélangées a température ambiante sous agitation
magnétique modérée jusqua parfaite homogénéisation

» Introduction du principe actif :
Le principe actif Acébutolol est dissout dans le mélange polymérigque a une concentration fixe
pour tous les essais de I"ordre de 1%[poids/poids]
Un agent conservateur antimicrobien (Azide de sodium) est additionné aux différents essais a
une concentration de 0.02%o[poids/poids]

> Préparation de la solution de chitosane :
. Le chitosane est un polysaccharide qui nécessite un pH acide pour sa solubilité pour notre
cas nous l'avons fait dissoudre dans une solution d'acide acétique al N sous agitation
mécanique

> Emulsification
La solution de polymére et de principe actif est dispersée, a I'aide d 'un homogénéiseur a
2000tr/mn dans une phase organique, pour notre cas I huile de vaseline, en présence de 5ml
de Tween 60, jusqu’a formation d'une émulsion homogene.

» Ajustement du pH :
Afin de favoriser I'interaction des deux polymeéres une solution dacide acétique alN est
additionné progressivement jusqu™ atteindre un pH optimale d"interaction et de complexation
situé entre 3 et 3,5. Expérimentalement cette complexation se traduit par une séparation de
phase due a la sédimentation des coacervats de microcapsules au fond du bécher avec un
surnagent complétement limpide. Le systéme est ensuite refroidi entre 5 et 8°C pour durcir les

microparticules.

Le surnagent est ensuite éliminé et le culot est récupéré puis rincée a I'eau purifiée jusqu'a
élimination de toute traces de phase organique.

> Réticulation La réticulation des microparticules a été obtenue par addition d’une

certaine quantité de formaldéhyde a 37% et 1’agitation est poursuivie pendant 30mn

» Enrobage des microcapsules obtenus
La solution de Chitosane est additionnée sous agitation magnétique modérée aux
microcapsules formées, pendant 60 mn pour favoriser I'interaction du chitosane avec la
surface des microparticules et former ainsi une couche d enrobage polymérique.

» Conservation

Les echantillons sont rincés et stockés dans des flacons en verre ambré au réfrigérateur.
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IV.2.2. Méthodes de caracteérisation
IV.2.2.1. Méthodes de caractérisation des mélanges binaires (gélatine/ alginate)

» Observation macroscopique :

L’observation macroscopique a été faite visuellement ou I’échantillon est placé dans un

contenant transparent (tube a essais), et observé a I’ceil nu a intervalle de temps régulier.

» Observation microscopique :
L’¢échantillon constitué par le complexe natif, est mis entre la lame et lamelle et observé sous

différents grossissements G : X 10; X12.5; X25; et X40 en fonction de la qualité des

images obtenues.

» Mesure de la turbidité :
La mesure de la turbidité du milieu correspond a la détermination de la quantité de photons
« perdus » par unité de longueur lors du passage rectiligne de la lumiere incidente a travers un

échantillon turbide (Figure 1V.10).

Olz

|0 I transmise

:>-:'>

-

—/
Absorption
Diffusion

Figure 1V.10 : Schéma explicatif du phénoméne de perte linéaire de photons mesuré par la
turbidité du milieu [170]

Les mesures de turbidité ont été effectuées avec un Spectrophotométre UV-Visible
SHIMADSU. Les cuves utilisées sont des cellules rectangulaires en quartz de trajet optique :

L= 1 cm. La longueur d onde de lecture a été choisi en réalisant un balayage dans la gamme
200 a 800 nm de facon a déterminer une région ou le maximum d absorption des deux
polymeres alginate et gélatine, soit le plus éloigné possible pour éviter I"absorption propre des

polymeres. A I'issue de ce balayage nous avons sélectionner la longueur d onde A de 600nm.

89



Le calcul de la turbidité se fait selon la formule suivante :

Avec |y : intensité incidente du laser
I : intensité transmise correspondant a I’intensité mesurée par le détecteur spectrophotomeétre
sur I’angle solide (0 ; o) avec a : angle d’acceptante de 1’appareil, généralement inférieur a 3°.

A L : trajet optique de la radiation incidente dans 1’échantillon turbide (cm).

La turbidité est en réalité calculée indirectement a partir des valeurs de transmittance (Tr) ou
d’absorbance (Abs) du milieu qui sont les paramétres directement mesurables

expérimentalement avec un spectrophotometre :

Trzll: !
lo exp(Abs-In10)

» Analyse granulométrique :
La voie utilisée dans I'analyse granulométrique est la voie liquide ou I’échantillon étudié est
mis en suspension dans un fluide dans notre cas c’est I’eau purifiée qui circule a travers une
cellule de verre a faces paralléles éclairée par un faisceau de lumiére laser. Les résultats sont
exprimés graphiquement et sous formes de tableau. Les paramétres granulométriques pris en
compte pour I'interprétation étant le diametre de particules en volume et en surface, sachant

que le diametre en volume est D [4,3], et en surface D [3,2].

» Mesure du potentiel zéta :

La détermination du potentiel zéta se fait par la mesure de la mobilité électrophorétique qui se
fait a I’aide d’une cellule capillaire du Zéta métre ou I’échantillon a analyser doit étre limpide,
c’est a dire trés diluée afin d’assurer une mesure fiable de la mobilité électrophorétique.A
partir de la mobilité électrophorétique le potentiel zéta est calculé par le logiciel selon le

modele de Henry.
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> Analyse rhéologique :

La rhéologie est une branche de la physique qui étudie I"écoulement ou la déformation de
la matiére et en particulier des fluides complexes sous |'effet des contraintes qui leurs sont
imposées.

Les méthodes rhéométrique ont été utilisées dans la détermination des propriétes
mécaniques aux faibles et fortes déformations des solutions de mélange de
polysaccharide/protéine a diverses concentrations des deux biopolymeéres.

L’¢tude rhéologique des solutions de polymeéres a été traitée expérimentalement selon
deux types d’expériences :

» Une analyse de la viscoélasticité des solutions en régime linéaire

» Une analyse sous écoulement en dehors du régime linéaire.

e Analyse viscoélastique
Elle permet de déterminer les propriétés viscoélastiques d’un matériau (module de
conservation G’ et de perte G"). On impose, dans le cas d’un rhéometre a déformation
imposee, une déformation sinusoidale vy (t) et on mesure une contrainte sinusoidale o (t) de la

forme.

y(t)=yosin(ot)

o (t)=c sin(wt +56 )

ou o est la pulsation des oscillations. & représente le déphasage et est appelé angle de perte.
O est égal a 90° dans le cas d’un liquide purement visqueux ou a 0° pour un solide purement
¢lastique. On peut réciproquement imposer, dans le cas d’un rhéometre a contrainte imposee,

une contrainte sinusoidale et mesurer la déformation sinusoidale résultante [169].

On définit les modules de conservation G’ et de perte G, relatifs respectivement a 1’élasticité

et au caractere dissipatif de I’échantillon, comme étant :

’ o,
G == cosd
Y.

i O-o .
G = —sind

o
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La tangente de perte est définie comme le rapport des dissipations sur le stockage d’énergie :

G
Tan 6= ?

Les polysaccharides et les protéines en solutions sont généralement viscoélastiques : ils ont un
comportement intermédiaire entre le solide élastique et le liquide visqueux. Sous cisaillement,
ils stockent une partie de I’énergie sous forme élastique, caractérisé par le module de
conservation élastique G, et en, dissipent une partie sous forme visqueuse, caractérisé par le
module de perte G". Lorsque le cisaillement s’arréte, seule la contribution élastique de
I’énergie est restituée de sorte qu’une partic des déformations de la configuration
macromoléculaire persiste en solution.

Aussi, le test de la viscoélasticité des solutions en régime linéaire renseigne sur 1’état

structural de 1’échantillon en évaluant notamment sa rigidité et le caractére de la solution.

torque bar
bob

Figure IV.11 : Schéma d’une mesure rhéométrique en mode oscillatoire [169].
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e Analyse sous écoulement

1. Lesgrandeurs en rhéologie :

+¢+ Contrainte de cisaillement (shear stress) o :
Par définition la contrainte de cisaillement est une force de contacte qui s’exerce sur une
facette par unité de surface

_dF

°"da

G s’exprime :
- en pascal ou en N / m2 dans le systeme MKSA.

- en dyne / cm? dans le systeme CGS [169].

« Déformation et vitesse de déformation :
La déformation et la vitesse de déformation sont deux grandeurs cinématiques fondamentales
en rhéologie, qui ont pour but de décrire le mouvement du matériau dans 1’espace, au cours du
temps, indépendamment des contraintes qui lui ont donné naissance.
La déformation se traduit par la modification des distances mutuelles des différents points du

matériau soumis a I’action d’une force de contact [169].

~_du(e,t)
de
7 : s’exprime en s (I’inverse du temps).
Position de toutes les

Plan mobile ’/ particules a 1'instant =0
{

[

e+ ues )
........... 2o "de\ Lieu de toutes les

e ue,f) e particules 4 1'instant t

I FTHI IR,
Plan fixe

Figure 1V.12 : Schéma représentant un cisaillement d’un matériau entre deux plans [169].
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« La Viscosité

La viscosité est une grandeur physique qui joue un rdle essentiel en rhéologie, par fois sa
connaissance suffit a caractériser de fagon précise le comportement rhéologique du matériau.
Elle caractérise 1’aptitude d’un fluide a s’écouler.

I est bien connu que lorsque I’on communique un mouvement a une partie d’un liquide,
il se transmet graduellement au reste du liquide. La résistance du liquide a 1’écoulement
uniforme et sans turbulence est définie comme étant sa viscosité. D’une maniére générale, on
peut dire que la viscosité est due aux forces attractives qui s’exercent entre des éléments
voisins, et s’opposent aux mouvements relatifs des uns par rapport aux autres. La viscosité
tient une place importante dans I’étude hydrodynamique des solutions macromoléculaires.
Elle est reconnue comme 1’une des propriétés différenciant les composés macromoléculaires
des autres molécules organiques [169].

Afin d’évaluer la perturbation liée aux particules, indépendamment du milieu dispersant,

on définit habituellement :

% Viscosité absolue :
La viscosité absolue ou viscosité dynamique, c’est le coefficient de viscosité qui caractérise
les fluides newtoniens. Elle ne dépend pas de la contrainte de cisaillement mais elle est
fonction de la température et de la pression extérieure. Son unité est Pa.s dans le systeme
MKSA. Elle est définie par la relation suivante [169]:

« Viscosité cinématique :
La viscosité cinématique présente un intérét dés que la viscosité dépend de la densité
(huiles), elle est utilisée dans les viscosimétres a orifice. Elle est exprimée par le rapport entre

la viscosité dynamique et la masse volumique. Son unité est m?.s™ [169] :

v="1
Yo
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2. Equations rhéologiques d’état : Rhéogrammes
Tout systeme mécanique obéit a une équation fondamentale qui établit une relation entre les
grandeurs cinématiques décrivant ce mouvement et les grandeurs dynamiques. Il existe en
rhéologie une relation entre la déformation de cisaillement vy et la contrainte de cisaillement o.

C’est la relation qui dépend des propriétés et de la nature du matériau, cette relation s’écrit

[169] :

y=1(c)

Cette équation ne dépend pas seulement de la nature et des propriétés des matériaux, elle
dépend aussi de la température T et de la pression extérieure P. il serait donc plus correct
d’écrire :

y=f(c,P,T)

Les courbes qui traduisent graphiquement 1’équation rhéologique d’état sont appelées
rhéogrammes. Le comportement d’un fluide peut étre différent si on change la facon dont on

le cisaille. Ces derniers peuvent exprimer les relations entre :

¢ La contrainte de cisaillement ¢ et la déformation de cisaillement .
% La contrainte de cisaillement o et la vitesse de cisaillement "y
» La déformation de cisaillement y et le temps (expérience de fluage).

% La contrainte de cisaillement ¢ et le temps (expérience de relaxation) [169].

Toutes ces expériences sont données a T et P constantes Figure 1V.13.

T4 .
Rhéogramme Modélisation
Rhéométre |— —_—| = 7(7)
A Tet Dfings
4

FigurelV.13 : Circuit des analyses rhéologiques. [169].
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3. Differents types de fluide en rhéologie:
Selon leurs comportements rhéologiques les fluides sont classés en deux catégories
principales
- Fluides indépendants du temps.

- Fluides dépendants du temps.

3.1 Les fluides indépendants du temps :
Ces fluides sont caractérises par un comportement rhéologique indépendant de la durée
d’application de la contrainte, Ils sont divisés en :

- Fluides newtoniens.

-Fluides non newtoniens.
a) Fluides newtoniens :
Les fluides newtoniens sont des liquides linéaires, dont la viscosité est indépendante de la
contrainte appliquée, elle n’est fonction que de la température, la pression et la nature du
fluide(FigurelV.14). Son équation rhéologique est [169]:

Avec :
n=rtly
G : contrainte de cisaillement ;

n: viscosité absolue ;

- }/ : vitesse de déformation.

Pente =5

i

FigurelV.14: Rhéogramme d’un fluide newtonien [169].
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b) Fluide non -newtoniens :

Un fluide non—newtonien, n’est plus caractérisé par la viscosité apparente mais par I’ensemble
de ses rhéogrammes, son comportement rhéologique est lié a ses propriétés physico-
chimiques, a la taille des particules a leur concentration dans la phase continue, a leur nature
et a leur aptitude a la déformation.

Les fluides non—newtoniens sont classés en deux catégories principales [169].

b.1) Les fluides a contrainte seuil : (fluides plastiques)

Ces fluides sont caractérisés par un seuil d’écoulement 1,, ou le fluide ne s’écoule qu’a partir
de cette valeur, autrement dit lorsque le fluide est soumis a une contrainte tres faible ,sa
viscosité est tellement forte qu’il ne peut pas s’écouler. Elle représente I’ordonnée a 1’origine
des rhéogrammes, plusieurs modeles sont utilisés pour décrire le comportement rhéologique

des fluides plastiques [169] :

. Le modéle de Bingham :
Un fluide de Bingham a un comportement plastique idéal, il ne commence a s’écouler qu’a
partir d’un seuil d’écoulement, pour des contraintes plus faible, il ne représente pas de
déformation permanente, une fois le seuil d’écoulement dépassé, il se comportent comme un
liquide newtonien[169].

L’équation rhéologique représentative est :

T=TotNpY si T>T

y=0 SIT <T,.

Avec :
-1 : contrainte de cisaillement.
- T, : contrainte seuil.

-Np : Viscosite plastique.

- 7 . vitesse de déformation.
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La figure suivante(figure 1V.15) représente le rhéogramme d’un fluide de Bingham :

IT &

e

Figure 1V.15 : Rhéogramme d’un fluide de Bingham. [169].

e Le modele de Casson :
Les fluides de Casson ont un comportement plastique non idéal (fluidifiant) ils ont également

un seuil d’écoulement, mais qui au-dela ne représentent pas un comportement newtonien,

I’équation de Casson est définie par [169]:

T V2= g 12 4 Mp7 yv2 si T >1,

7=0 si 1T <t

Le Rhéogramme d’un fluide de Casson est représenté dans la figure IV.16suivante :

¥
Tl

Figure 1V.16: Rhéogramme d’un fluide de Casson [169].
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e Le modele de Herschel-Bulkley : 1l est caractérisé par la relation :

1=t +k 7" si T>1,

7y=0 si 1< 1,

C’est un modéle a puissance avec un seuil d’écoulement 1o, €t Un exposant n qui représente
I’indice de structure, lorsqu’il est inférieur a 1’unité il représente un comportement plastique
fluidifiant [169].

k : représente 1’indice de consistance.

b.2) Les fluides sans contrainte seuil:
Leur comportement rhéologique différe essentiellement de celui des fluides plastiques par le
fait qu’ils ne représentent pas de contrainte seuil d’écoulement. Ils sont divisés en deux

principales catégories :

* Fluides pseudo- plastiques ou rhéo-fluidifiants :

Lors de l’augmentation de la vitesse de déformation, la viscosité du fluide diminue
progressivement ce qui est expliqué par I’augmentation du gradient de vitesse, ou les
particules s’orientent dans le sens de I’écoulement, permettant un meilleur glissement de ces

derniéres, ce qui provoque une diminution de la viscosité [169].

Les rhéogrammes représentant ce type de fluide sont indiqués dans les figures suivantes :

T &
Mo &
v >
v
Figure 1V.17 : Rhéogramme d’un fluide Figure 1V.18 : Variation de la viscosité
rhéofluidifiant. [169]. en fonction de la vitesse de déformation. [169]
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* Fluides rhéopaississants ou dilatants :
A Topposé des fluides rhéofluidifiants, lorsque la vitesse de déformation augmente la
viscosité apparente augmente aussi, au repos les particules se repoussent mutuellement
(alternativement), impliquant leur éloignement les unes des autres ce qui engendre une
faiblesse de viscosité, mais susceptibles d’augmenter par agitation [169].

Les rhéogrammes représentant ce type de fluide sont indiqués dans les figures suivantes :

oA Mp 4
4 4
Figure 1V.19: Rhéogramme d’un fluide Figure 1V.20 : Variation de la viscosité
rhéopaississant. [169] En fonction de la vitesse de déformation. . [169]

Il existe plusieurs modeéles caractérisant le comportement rhéologique de ces fluides, parmi
les plus importants le modéle D’°OSTWALD :

T =ky"
Avec :
-k : indice de consistance
-n : indice de 1’écoulement
Si:
-n<1 cas d’un fluide pseudo- plastique.

- n>1 cas d’un fluide dilatant
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3.2 Les fluides dépendants du temps :

L’étude du comportement rhéologique de ces fluides est basée sur un parametre important qui
est "le temps ". Contrairement aux fluides précédents ou les modifications de la structure
interne été trés rapides, ce qui fait que le temps n’intervient pas dans les équations
d’écoulement, ces fluides ont des modifications de la structure interne lentes.

IIs ont été classés en deux catégories :

- Fluides thixotropes : un fluide est dit thixotrope si ¢a viscosité décroit dans le temps
lorsqu’il est soumis a un cisaillement constant.

- Fluides rhéopexes : contrairement aux fluides thixotropes, ces fluides sont caractérisés par
une augmentation de la viscosité avec le temps pour un cisaillement donne.

- Fluides viscoélastiques : il existe une autre catégorie de fluides qui possédent aussi bien des
propriétés élastiques que de viscosité c’est les fluides viscoélastiques ou le comportement du
solide élastique et celui du liquide visqueux coexistent simultanément. Le matériau sous
contrainte se déforme d’abord de facon élastique, puis de fagon plastique, puis de fagon
irréversible, mais avec un certain retard. Apres la déformation, le solide ne reprend pas sa
forme initiale, mais récupére seulement une partie de la déformation, la aussi avec retard. Ce

dernier comportement est souvent observé pour les polymeéres [169].

C. Conditions expérimentales

e Test de viscoélasticité
Afin de déterminer les propriétés viscoélastiques des mélanges de bio polymeres (protéine et
polysaccharide), On a maintenu une fréquence constante 1Hz et on fait varier le pourcentage
de déformation de 1 % a 1000 % en rampe logarithmique. On a prélevé ainsi des valeurs du
module de conservation G’ et des valeurs du module de perte G". La figure ci-dessous montre

une courbe type (Cp 2%, ratio3/1, pH 3.5) issue de ce test pour un mélange de biopolymere.
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FigurelV.21 : Test de viscoélasticité pour un essai type(Cp 2%, ratio3/1, pH 3.5)

e Courbe d écoulement :

L’objectif de ce test est de caractériser le comportement rhéologique des mélanges de

biopolymeéres, lorsqu’ils sont en écoulement variable. Pour cela, on fait varier la vitesse de

cisaillement de 0.001 & 1000 s™, en rampe logarithmique. Le nombre de points de mesure est

de 30 points, et le temps entre une mesure et une autre varie de 120 s a 2s en rampe

logarithmique.

TAU

Shear Rate ’y

Anton Paar GmbH

pH=3.75R=3/1 1
PP25/PE-SN35865; [d=1 mm]
—&— 1t Shear Stress

—-®— 1 Viscosity

~

/\—) Anton Paar

Figure 1V.22 : Courbe d’écoulement pour un essai type (Cp 2%, ratio3/1, pH 3.5)
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IV.2.2.2. Méthodes de Caractérisation des microcapsules
Afin d’évaluer la qualit¢ des microcapsules obtenues par les deux types de procédés
gélification ionotropique et coacervation complexe, nous avons mené plusieurs

caractérisations dont :

> Lerendement et le taux d’encapsulation
Le rendement représente la quantité de microcapsules récupérées a la fin du procédé apres
séchage des microcapsules. Il est calculé par rapport a la matiere seche (PA et biopolyméres)

selon la formule suivante :

Masse des microcapsules obtenue

*100 * Fs

Rendement (%0) =
(%) Poids théorique PA+poly)

Tel que :

Fs =facteur de correction qui tient compte de I’humidité résiduelle des microcapsules

Le taux d’encapsulation est calculé par la formule :

Concentration obtenue en PA

Taux d'encapsulation = : — x 100,
Concentration théorique en PA

» L’aspect microscopique au microscope optique et Microscope électronique a
balayage :

Les microcapsules obtenues sont observées au microscope optique et au MEB sans
préparation particuliere de 1’échantillon. La microscopie électronique a balayage est une
technique capable de produire des images de haute résolution de la surface d’un échantillon
en utilisant le principe des interactions électrons- matiéres qui permettent de reconstruire une
image en trois dimensions de la surface d’un échantillon. A travers cette analyse nous
pouvons non seulement évaluer la dimension des particules mais aussi apprécier leurs

morphologies et leurs surfaces.
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» La caractérisation viscoélastique des mélanges de polymere
Le test de viscoélasticité a été réalisé selon les mémes conditions expérimentales
désignées dans la partie étude des mélanges binaires (alginate de sodium et
gélatine).On a maintenu une fréguence constante 1Hz et on fait varier le pourcentage
de déformation de 1 % a 1000 % en rampe logarithmique. On a prélevé ainsi des

valeurs du module de conservation G’ et des valeurs du module de perte G .

» La Caractérisation biopharmaceutique
Test de dissolution
Les connaissances acquises sur les phénomenes de mise a disposition des substances actives,
dans 1’organisme, aprés leurs absorptions, ont progressivement conduit la pharmacie
galénique a reconsidérer sa mission et a afficher de nouvelles prétentions. La maitrise de la
libération du principe actif a partir des formes pharmaceutiques et celle de la durée d’action
des médicaments est 1’'un des premiers défis lui ayant été proposés. Il est clair, pour que la
molécule atteigne la circulation générale et qu’elle y développe son activité, il faut qu'elle

franchisse deux étapes importantes correspondant a deux facteurs limitant :

e La libération et la dissolution puis

e [’absorption

Le test de dissolution est une méthodologie expérimentale dans laguelle les propriétés de
libération du principe actif a partir des formes galéniques solides & libération modifiée sont
caractérisées, documentées et comparées.

L’essai de dissolution trouve son importance dans le controle d’une formulation mais aussi
pour expliquer son comportement. Il est destiné a déterminer I'aptitude d’une forme galénique
a laisser passer en solution, dans un milieu déterminé, le ou les principes actifs qu’elle
contient selon un profile et une cinétique maitrisée. 1l permet ainsi la validation des choix a

faire aux différents stades de développement de la forme médicamenteuse.

Dans L'USP 30°™ édition [195], seule la forme gélule du principe actif Acébutolol est
monographiée ainsi que sa méthode de dissolution. En ce qui concerne nos formulations qui
sont a base de matrice biopolymérique la méthode de dissolution nécessite une validation des

parametres physiques liés a I'équipement (milieu, vitesse, volume, ...) et aussi des parametres
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analytiques liés a la méthode de quantification du principe actif libéré et dissout (linéarité
specificité, reproductibilité,).

A cet effet, une mise au point d’un protocole de dissolution, dans le but d’une caractérisation
biopharmaceutique d’une forme galénique a libération prolongée a base d’Acébutolol

s impose.

a. Choix des parametres physiques de dissolution
e Choix de I'appareil de dissolution
L’essai de dissolution est réalis¢ avec un dissolutest type PHARMATEST a palettes
tournantes décrit dans la Pharmacopée Européenne 6eme édition.
L’appareil utilisé est a 6 postes. Un poste supplémentaire est prévu pour conserver dans les
conditions de 1’essai le milieu de dissolution.
e Choix du milieu de dissolution
En regle générale, on utilise un milieu de dissolution aqueux. La composition du milieu est
choisie en fonction des caractéristiques physico-chimiques de la (des) substance(s) active(s)
dans les limites des conditions auxquelles la forme pharmaceutique est susceptible d’étre
exposée apres son administration. Ceci s’applique notamment au pH et a la force ionique du
milieu de dissolution. En raison de la forme prolongée de la libération du PA nous avons
utilisé le :
v Le milieu tampon phosphate intestinal a pH 6,8
v Selon USP 30[195], Pour l'appareil a panier et a palette, les volumes du milieu de
dissolution sont 500ml, 1000ml et 900ml comme volume standard. Pour notre cas le
volume de 900ml est retenu avec une température de 37 +0.5°C (température

physiologique).

e Choix du systeme d’agitation L'objectif de cette étude est de choisir I'appareil le plus
approprié pour l'essai de dissolution ; selon la pharmacopée américaine (USP30 NF-
25) l'appareil a palettes est recommandé pour les formes galéniques solides a
libération prolongée.

e Choix de la vitesse d’agitation Selon USP 30[195] les vitesses recommandées sont
50, 75 et 100tpm. Pour étudier ’influence de la vitesse sur la cinétique, un essai de
dissolution est réalisé sur une formulation de référence a 75tpm, 100rpm et 150tpm.
La vitesse d’agitation remplace les mouvements péristaltiques de tractus digestif. La

vitesse retenue est de 75 tpm.
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e Protocole de prélévement :
Selon la FDA (Food and Drug Administration) [157] , le protocole de préléevement des formes
a libération prolongée, demande a effectuer trois prélevements au début a 1heure, 2heure et
4heure pour mettre en évidence le cas ou il y aurait une libération prématurée du principe actif
(dose dumping, burst effect) et ensuite un préléevement tous les deux heures.
Selon I’USP30, pour les formes a libération soutenus, trois temps sont a préciser, un premier
temps a 1 heure, a 2 heures, un temps intermédiaire, et puis un temps au moment ou la
dissolution sera compléte.
Le protocole retenu pour notre étude comporte deux parties : une premiere partie regroupe
plusieurs prélevements au début a 20, 40, 60, 120, 240 minutes qui vont définir I’évolution du
profil de la courbe au départ puis une deuxiéme partie, regroupant des prélévements
supplémentaires et espacés pour representer le profil de libération.
A chaque temps, sont prélevés 5ml de solution, qui seront remplacés par le milieu de
dissolution retenu. Donc on assiste a une dilution du milieu de dissolution suite aux
prélévements, qui doit étre prise en compte dans les calculs.
Ensuite, effectuer une dilution de 1/50éme du milieu de dissolution prélevé, suivie d’un

dosage par la méthode choisie (UV/Visible)

b. Choix des parametres analytiques de dissolution

e Choix de la méthode de dosage
Il 'y a deux maniéres communes d'analyser les échantillons de I'essai de dissolution : la
spectrophotométrie UV/Visible et HPLC. Notre choix s’est porté sur la méthode de dosage
par spectrophotométrie Ultraviolet-Visible, car c’est une technique d’analyse rapide,
économique, et ne demande pas des traitements préalables. Une méthode ne sera fiable, ni
utilisable qu’apres avoir été validée et pour cela elle doit répondre a certains critéres décrits

selon le rapport de commission SFSTP [196] de la fagon suivante :

> Spécificité
» L’exactitude
» Linéarité

> Fidélité

> Stabilité
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e Optimisation de la longueur d’onde spécifique

Typiquement, on observe le spectre UV de la substance active, en faisant un balayage de
200nm a 400nm, afin de déterminer la longueur d'onde optimale qui correspond a
I’absorbance maximale.

Mode opératoire:

On Prépare une solution étalon de PA a une concentration de 0.555mg/ml dans 1’eau distillée,
on effectue une dilution de 1/50éme avec le méme milieu de dissolution, puis on réalise un
balayage de longueur d’onde de 200 a 400 nm. On prend la plus grande valeur d’absorbance

qui correspond a la longueur d’onde optimale, elle est de 232nm.

e Validation analytique de la méthode de dosage

Les principales références de cette validation sont : le rapport de commission SFSTP pharma
[196], fondé sur I’'ICH et I’OMS. La validation de cette méthode de dosage a été effectuée sur
le principe actif pour la Vérification des critéres suivants : linéarité, fidélité, exactitude et

stabilité. Et sur la formule de référence et le principe actif pour le test de la spécificité.

v La Spécificité

Le test de la spécificité est réalisé sur les solutions préparées a partir de placebo et a partir du
principe actif (étalon) et celle préparée a partir des formules de références (solution standard).
Pour cela on prépare des solutions constituées d’excipients a partir d'un essai placebo, Suivie
d’une dilution de 1/50ml dans de 1’eau distillée. (Voir spectre en annexe)

Au vue du spectre obtenu nous constatons, qu’aucune interférence n’est constatée a la
longueur d’onde 232nm qui est celle du principe actif. On peut conclure que les excipients
n’interférent pas avec la substance active (substance a analysée) ce qui confirme que cette

longueur d’onde est spécifique a 1’ Acébutolol.

v' La Linéarité (méthode interne)
Une gamme d’étalons a différentes concentrations, été réalisé sur le principe actif, positionnée

d’une fagon réguliére autour de 100%, tel que les concentrations théoriques soient : 60%,

70%, 80%, 90%, 100%, 110%, selon la figure 1VV.23 ci-dessous.
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Solutions préparées J

33.3mg
de PA

38.85mg
de PA

61.0mg
de PA

44 4mg 49 9mg 55.5mg
de PA de PA de PA

60% 70% R0% 90% 100% 110%

/

Compléter au trait de jauge avee d’eau
distillée (fiole de 100ml).

Faire une dilution de 1ml dans 50ml. et effectuer une
lecture pour chaque solution préparée.

Figure 1V.23 : Récapitulatif des dilutions préparées pour le test de linéarité

v' L’Exactitude (méthode interne) L’exactitude de la méthode de dosage est évaluée en
utilisant les résultats de la linéarité.

v La Fidélité (méthode interne) Effectuer 3 séries de pesées de concentration théorique
(100%) sur la substance active (Acébutolol), et ce a raison d’une série par jour (en
effectuent 7 lectures pour chaque série).

v' La Stabilité (méthode interne) Effectuer sur la solution étalon a 100% des lectures par

UV a des temps différents (une lecture par jour durant 04 jours).

e Expression des résultats

Le pourcentage de principe actif dissous est exprimé par la formule suivante :

_ DO eéch
~ DO éta
DO échantillon : densité optique de 1’échantillon.

X% X DO ét X Cét xV X TPA x 0,9022

DO étalon : densité optique de 1’étalon.
C étalon : concentration de 1’étalon (0.555mg/ml).
V:volume (900ml).

TPA : titre de PA..

Et 0.9022 est le facteur de conversion.
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C. Ajustements Mathématiques Des Profils De Dissolution par des modéles de
dissolution :
Plusieurs approches sont utilisées pour étudier la cinétique de libération de PA a partir d’une

formulation a libération prolongée, elles sont classées en trois catégories :

v' Méthodes statistiques (méthode d’analyse exploratoire des données, conception de
mesures répétées, approche multivariée (ANOVA: analyse multivariée de la variance)

v' Méthodes dépendantes du modele (modéle d’ordre zéro, modele de premier ordre,
modele de Higuchi, modele Korsmeyer-Peppas, modeéle de HixsonCrowell, modele
Baker-Lonsdale, mod¢le Weibull,, etc...)

v' Méthodes indépendantes du modele facteur de différence (f1), facteur de similarité

(f2)].

Les méthodes dépendantes du modéle sont basées sur différentes fonctions mathématiques,
qui décrivent le profil de dissolution. Une fois qu'une fonction appropriée a été sélectionnés,

les profils de dissolution sont évalués en fonction des parameétres du modele dérivé [197].

Afin de déterminer le modeéle approprié de la cinétique de libération du médicament décrivant
le profil de dissolution, nous avons étudié plusieurs modeéles selon le module de régression
non linéaire de Statistica 8.0 avec des méthodes de quasi-newton, simplex et Hookjeeves

pour minimiser les moindres carrés.

- Modéle d’ordre zéro
Qt=Kpxt

Tel que : Q : pourcentage du PA dissout en fonction de temps

Ko : constante de 1’ordre zéro [

- Modéle de premier ordre (Wagner)

Q (%) =1- e ke
Tel que :
Q : pourcentage du PA dissout
K : constante du premier ordre
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t : temps de libération du principe actif

- Modéle d’Higuchi
Q — k x tl/2

K : constante de libération du PA
t : temps de libération du principe actif

- Modele de Weibull
_@-mk
e Qt=Q1—-exp =« )

m : fraction cumulé du PA dans la solution

t : temps pour lequel la fraction 62.32% est libérée

Ti : temps de latence

b : coefficient de la forme, généralement entre 1 et 1.2
a : échelle de temps du processus de dissolution

- Modele de KrossmeyerPeppas

Qt
= = Kkpx t"
o P*

Qt/QO : pourcentage du PA dissout /quantité initiale
Kip -constante de vitesse krossmeyerPeppas

n : exposant traduisant le mécanisme de dissolution [197]
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Chapitre 'V :

Reésultats et discussions
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Comme nous I’avons annoncé dans la partie matériels et méthodes, la préparation des

microcapsules a base d’Acébutolol s’est faite selon deux procédés :

> Le procédé de complexation par les ions calcium
» Le procédé de coacervation complexe de la gélatine et ’alginate de sodium dans les
conditions optimales prédéfinis dans la partie étude des mélanges binaires (le ratio

protéine /polysaccharide et pH) enrobés par un troisiéme polymere le chitosane.

V.1. Préparation des microcapsules par le procédé de complexation par les ions
calcium
V.1.1. Aspect macroscopique des microcapsules : Les photos macroscopiques des
microcapsules obtenues par le procédé de gélification ionotropique sont représentées dans
le tableau | ci-apres :

Tableau I : Aspect macroscopique des microcapsules

N° Proportion
d’essai polymeéres

Gélatine/Alginate Aspect macroscopique

1 0/100
Ratio PA/Poly :

1/1

4 20/80
Ratio PA/Poly :

1/1
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30/70

Ratio PA/Poly :

1/1

10

40/60

Ratio PA/Poly :

1/1

13

50/50

Ratio PA/Poly :

1/1

16

60/40

Ratio PA/Poly :

1/1

113



19 70/30
Ratio PA/Poly :

1/1

22 80/20
Ratio PA/Poly :

1/1

e Observations et interprétations des résultats de I’aspect macroscopique
D’aprés les illustrations prises sur les microparticules préparées par le protocole de
gélification ionotropique, nous tirons les observations suivantes :

% Les microparticules obtenues ont une forme sphérique de couleur blanche et
brillante, pour tous les essais (de 1 a 18) a I'exception des essais de 19 a 24 qui
présentent un aspect un peu déformé et des contours non bien délimites. Ces 3
essais correspondent au ratio d'alginate de sodium/gélatine égale a 20/80.

*.
°o

Pas d'influence du ratio alginate de sodium /gélatine sur la taille et la forme des
microparticules formulées par ce protocole pour les essais de 1 & 21, c’est-a-dire

les essais des ratios alginate /gélatine allant de (100 /0) a (30/70)

R/
°

Pas d'influence du ratio Pa /Polymeére sur la taille et la forme des microparticules
formulées par ce protocole.

Ceci nous permet de déduire que les microcapsules présentent des aspects différents en
fonction de leur composition qualitative. Un aspect de plus en plus régulier et une forme
arrondie pour les microcapsules dont la proportion en alginate est importante (supérieur a
(30/70), ceci s’explique par le mécanisme de complexation mis en jeu. En effet la gélification

ionotropique comme son nom 1’indique fait appel aux ions calcium fournit par le CaCl,,
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Ces derniers sont retenus dans une « cage » et interagissent avec les fonctions carboxylates et
les atomes d’oxygéne des fonctions hydroxyles de 1’alginate de sodium (figure V.1)
Donc il est clair que les microcapsules dont I’alginate est le polymére majoritaire présentent

un aspect plus régulier et des formes sphériques a contour bien delimités.

o) 0. O i o} \
S AOH O S AOH O S AoH O
o N O O 7 O A Q. o
m A o AT o et s
o] OH ; 0O OH ; Y OH ,{
Ca®* \ca“ Mooz
ty HO o 4\HO\. o WO
—0 0 [ T 0 A ¢ 0 | {7
O .k I O L ; S |
HO> ' RO/ HO™ 'y  HO— HO™, ' o/
L0 0T L0
0 o 9
=) = =

Figure V.1: Gélification de I’alginate de sodium par les ions calcium. [182]
V.1.2 Analyse microscopique et granulométrique :

Pour cette analyse nous avons étalée avec précaution sur une lame de verre, les microcapsules
qui sont observées directement au microscope optique, avec un grossissement (G x 20) muni
d’échelle micrométrique, 1’analyse est effectuée sur plus de 100 microcapsules pour chaque

essais.

Les résultats de la caractérisation au microscope optique des microparticules préparées

par le procédé de gélification ionotropique sont présentés dans le tableau Il et 111
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Tableau Il : Aspect microscopique des microcapsules

Numéro d’essai Photo microscopique (Grossissement : GX20)

10
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13

16

19
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Tableau 111

fraction cumulée des microcapusles obtenues par essai

: Résultats de I’analyse granulométrique en distribution granulométrique et en

N°Essai | Courbes de Distribution du diametre | Courbe de distribution granulométrique en
des capsules avec les fractiles (um) fraction cumulée
1 120
100
— R0
X ¢
S %o
= 3,
13
10 h 30
I 20
0
" %f o Q% “’%_v% ”V Q’y“’%@ 500 1000 1500
- M) > NTA
K DWIO§°?M1‘?/I A Dmoy (um)
D10 :38333, D50 = 5408, Dgo =675
6 120
100
X
£ 5%
= oE
=2
40
(2] . I [ 20
°> S N '»"’. 0
> &DM&Y(MW\A)« ® 0 400 600 800 1000
Dmoy (um)
DlO :421.4, D50 :622.91,[)90 =723
10 38
gg 120
o) &
30 § 100 /
25 20 < 80 f
20 § 16 V60 J
15 12 S
40
5 1
0 | . — 0 e/
R NI R 500 1000 1500

DlO :5625,

Dmoy (pum) >

D5o =750, Dgo =916. 66

Dmoy (um)
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13

N (%)

0 ,,)”) cb’b e} <') 0 () ‘o Q
") NSNS ’\/ ”3 ")
N '\, ”) NG (0% oA %

Ncum <a (%)

120
100

N B O
o O O O O

500 1000
DMOY (|v||v|) Dmoy (um)
DlO :350, D5o :635, Dgo =822.22
16
30 120
25
— 100 2
o
<2 < g el
15 e /
- V' 60
10 = /
s (2:3 40
0 20
O D > QOO PO 0
T o o O (% O X6
SR IR IR O 0 200 400 600
Dmoy (um
Dmoy (um) y (um)

D10 :9642, D5o :405, Dgo =508

A T’aide du microscope optique, On remarque que :

Les microparticules sont de forme sphérique et plus ou moins réguliere, dissimulant la

présence du PA dans les microparticules et cela pour I’ensemble des essais .

Les microparticules formulées a base de forte proportion d’alginate de sodium (de

ratio Alg /Gél compris entre 100/0 a 40/60) (Tableaux II) presentent un aspect plus

régulier et homogéne en raison de la viscosité de la solution d’alginate qui génere des

gouttelettes plus uniformes et peu déformables sous 1’action de la pesanteur.
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En ce qui concerne les représentations graphiques de la distribution granulométrique du
(Tableau 1I1), on constate une distribution unimodale des microcapsules, c’est-a-dire, la
présence d’une population majoritaire avec un diametre moyen compris entre de 513.16 et
750.92 um, avant le séchage. Cette taille serait plus petite aprés dessiccation et ¢limination de

I’eau.

Les travaux de Mallikarjun Mugli [198] qui a formulé des microcapsules de salbutamol a
base d’alginate de sodium et d’un autre copolymeére la CMC, par la méme technique de
gélification ionotropique, a obtenus des répartitions granulométriques proche de nos résultats
(70% des microcapsules ayant un diamétre moyen compris entre 710 et 355um et 26% ayant
un diameétre compris entre 355 et 250 um) .

Aussi les travaux de Thichanee Jiamrungraksa [179], la taille moyenne des microcapsules
mesurée par un microscope optique variait de 753 a 905,3 um en fonction de la concentration
de ’alginate.

Des résultats semblables ont été obtenus aussi par Malayk. DAS [174] qui encapsulé le
furosémide par la méme technique et ayant obtenus des diamétres moyens compris entre 726
et 886 um. D’autres travaux comme ceux de Raparla Rama Krishna [199] et les travaux de K.

M. Manjannal [176], ont eu des résultats similaires.

V.1.3. Caractérisation Morphologique au microscope électronique a balayage MEB

Les observations au microscope optique a balayage permettent de visualiser la morphologie et
la taille des microcapsules obtenues pour le procédé de gélification ionotropique. On voit
clairement la forme proche de la sphére avec des tailles allant approximativement de 600 pum a
1.2 mm, Ceci confirme I’analyse granulométrique établie par la microscopie optique.

D’autre part nous visualisons a une échelle d’agrandissement plus importante (photos (e) et
(f)) la surface réticulée des particules, résultant de la complexation de I’alginate par les ions
calcium ainsi que la taille des pores situés a la surface des particules. La taille de ces derniers
est comprise entre 5 et 14 um, ceci peut avoir un impact direct sur la diffusion du principe
actif lors de la dissolution.

Les figures ci-aprés (figure V.2.a,b,c,d,e,f) montrent des photos au MEB de quelques essais :
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Figure V.2 : Aspect morphologique au microscope €électronique a balayage de quelques

Essais
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V.1.4. Le rendement d’encapsulation : Les résultats du rendement sont représentes ci-apres

Tableau 1V : Représentation des résultats du rendement d’encapsulation

Proportion Ratio Poids Poids apres Rendement
Alginate/Gélatine PA/ polyméres P Théo| P.Exp dessiccation d’encap?;olation &
en (g)
100/0 11 10 12.50 |9.08 90.80
1/2 15 13.93 | 12.80 85.33
1/3 20 18.21 | 17.02 85.06
80/20 11 10 12.01 |10.1 101
Y 15 15.70 | 13.39 89.26
1/3 20 16.02 | 15.46 77.30
70/30 11 10 13.98 | 10.05 100.05
Y 15 11.85 | 11.83 78.88
1/3 20 18.89 | 17.34 91.97
60/40 11 10 10.84 | 8.89 88.90
Y 15 1456 | 13.39 89.26
1/3 20 16.89 | 1581 79.05
50/50 1/1 10 12.48 | 10.91 109.10
Y 15 15.49 | 14.72 98.13
1/3 20 18.92 | 18.54 92.70
60/40 11 10 12.79 | 10.29 102.9
Y 15 13.91 | 13.73 91.53
1/3 20 18.48 | 17.94 89.7
70/30 1/1 10 1254 | 10.17 101.70
Y 15 13.25 | 13.19 87.93
1/3 20 16.56 | 16.18 80.90
80/20 11 10 10.35 |9.03 90.30
Y 15 1250 |11.48 76.53
1/3 20 1472 | 14.20 71.00

Les résultats obtenus montrent clairement que les rendements d’encapsulation sont tres
élevés et dépassant méme parfois 100% de la quantité initiale de matieres séches de départ.
L augmentation du poids des microcapsules a la fin du procédé serait due a la quantité
d’ions calcium fixé sur 1’alginate et retenue dans les microcapsules ce qui a provoqué ce

gain massique.
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V.1.5. Le taux d’encapsulation :

Les résultats du taux d’encapsulation de I’ensemble des essais sont présentés dans le tableau

\
Tableau V : Représentation des résultats du taux d’encapsulation
Proportion Ratio Taux Proportion Ratio Taux
Alg /gél PA|/_PO d*encapsulation % Alg /gél PA/POL | d’encapsulation%
20/80 1/1 39,55 60/40 11 43,92
1/2 37,39 1/2 43,64
1/3 32,53 1/3 38,66
30/70 1/1 26,92 70/30 11 48,19
1/2 37,98 1/2 46,63
1/3 37,63 1/3 60,48
40/60 1/1 46,01 80/20 11 55,20
1/2 36,31 1/2 67,75
1/3 27,94 1/3 58,49
50/50 1/1 43,91 100 1/1 64,79
1/2 46,79 1/2 51,73
1/3 40,93 1/3 58,11

Le taux d’encapsulation en PA déterminé par la méthode de spectrophotométrie UV-Visible,

varie de 26,92% a 67,75%, nous constatons que les taux d’encapsulation les plus

intéressants sont obtenus pour des ratios d’alginate €levés ce qui laisse déduire que plus la

quantité d’alginate est importante dans la matrice , plus la quantité de PA piégée est

importante.

Au vu des résultats, les taux d’encapsulation obtenus sont acceptables en générales avec des

taux d’encapsulation tres intéressants enregistrés par la proportion des essais 80/20 (1/1, 1/2)

ces taux importants peuvent étre attribues a la concentration de I’alginate de sodium qui par

complexation avec les ions calcium permet de retenir d’avantage une quantité importante de

PA. Aussi nous constatons que la proportion du PA n’affecte pas le taux de PA encapsulé,

pour les trois ratios de PA /Polymeére, ce taux ne varie pas de fagon significative.
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V.1.6. Cinétique de Gonflement et d’érosion des microcapsules :

L’¢évolution du poids moyen des microcapsules en fonction du temps est représenté dans le
tableau ci-apres (TableauV.6) puis nous tracons les figures représentant la cinétique de
gonflement et d’érosion (figure :V. 3, V.4, V.5, V.6, V.7 V.8 etV.9)

Tableau VI : Représentation des résultats de gonflement et d’érosion en fonction du temps

Proportion| Ratio
Alg/gél PA/PoI lh | 2h | 3h 4h | 5h | 6h | 7h 8h 9h | 10h | 11h 12h
80/20 11 1521751189 |195|1.97|198|200 |200 |183|1.26|1.20 |1.05
1/2 1341130145 |166|1.44|138|152 |152 |145|132|1.29 |123
1/3 1261321131 |129|141|135|126 |1.47 |125|1.20|1.20 |0.88
30 11 129129130 135121134135 |1.34 |131|1.18|112 |1.07
1/2 1.03| 110|119 |121]|132|149|136 |126 |1.20|1.07|0.87 |0.75
1/3 103139141 |146|150|161|148 |156 |139|1.36|1.24 |1.04
60/40 11 105128131 |148|1.26|1.26|154 |1.49 |117|1.07|1.05 |1.08
1/2 114158158 |166|1.72|163|1.63 |1.63 |140|1.40| 117 |1.09
1/3 1231149168 |166|166| 151|151 |157 |150|150|1.38 |1.29
50/50 1/1 1.05(129|141 |110/081|081{081 |0.88 |0.87|0.82]|0.80 |0.77
1/2 135144132 |123|118|112|1.10 |0.99 |0.67|0.63|0.60 |0.57
1/3 152153150 |144}1.20{1.01/090 |1.00 |100|0.63|0.51 |0.50
40/60 11 1.18(1.221.10 |110|1.03|1.00/0.83 |0.79 |0.69|0.69|0.63 | 0.60
1/2 137|156|144 |139|116|110({108 |1.08 |1.06|1.03|1.00 |0.70
1/3 141|160 2144 |139]1.06|1.00(0.97 |099 |085|0.85|082 |0.72
30/70 1/1 1.07| 123|115 |1.07|0.62|0.62|0.62 |0.73 |0.73| 057|055 | 0.50
1/2 122167125 |122|1.06|100|0.9 0.92 10.88|0.78| 0.57 | 0.55
1/3 146| 152|140 |136|117|117|1.17 |0.99 |0.88|0.80|0.79 | 0.62
20/80 1/1 121124117 |113|092|090|086 |0.65 |0.60|0.61|0.46 |0.44
1/2 131145118 |118|1.15|108|101 |0.99 |0.97|0.97|0.92 |0.88
1/3 148| 152|141 |131|116|107|104 |094 |0.84|0.83|053 |0.52
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Figure V.3 : Cinétique de gonflement et d’érosion des microcapsules proportion Alg :gél
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Figure V.4 : Cinétique de gonflement et d’érosion des microcapsules proportion Alg :gél
80/20
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Figure V.5 : Cinétique de gonflement et d’érosion des microcapsules proportion Alg :gél
60/40

1,6
v @« Ratio PaPaly 11
® v & Ratio Pa/Poly 12
14 ; . ¥ Ratio Pa/Poly 1/3
o
» -
L]
1,2 x
" g
= &
=2 .
[ 1]
E 1.':' -1 - ’
[=]
o - b
L 3
08 LI
R
06 o
b L
D.‘q- T T T T T T
] 2 4 B g 10 12 14
Temps (h)

Figure V.6 : Cinétique de gonflement et d’érosion des microcapsules proportion Alg :gél
50/50

126



1.8

& Ratio Pa/Poly 1/1
16 4 @  Ratio Pa/Poly 1/2
: 1 w Ratic Fa/Poly 1/2
144 =¥ -
T 1.2 -
o L J =5
.- . v © 4
£ 1.0 . ? e
v
0.8 T . ¥ oy
¥
0.6 * .
0.4 T T T T T T
o 2 4 & g 10 1z
Temps (h)

14

Figure V.7 : Cinétique de gonflement et d’érosion des microcapsules proportion Alg :gél
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Figure V.9 : Cinétique de gonflement et d’érosion des microcapsules proportion Alg :gél
20/80

Au regard des résultats donnant 1’évolution du poids des microcapsules dans le temps, on
remarque que ce dernier augmente jusqu’a atteindre 1’équilibre, puis on enregistre une
certaine stabilité dans le poids, puis une régression du poids moyen.
A partir de ces figures on voit clairement deux groupes d’essai :

e Le premier groupe d’essai qui atteint un gonflement maximal au bout de 4 a 6 heures

de temps et ce pour les ratios Alginate /Gélatine allant de 80/20 a 50/50

e Le deuxieme groupe d’essai qui atteint un gonflement maximal au bout de 2 heures

seulement.
Ceci nous laisse penser que plus 1’alginate est en forte proportion dans la matrice plus le

gonflement et 1’érosion seront prolongés dans le temps.

Cette augmentation du poids des microcapsules correspond au phénomene de gonflement
des microcapsules qui se traduit par un étalement des chaines macromoléculaires constituant
le réseau des matrices polymériques par adsorption des molécules d’eau, ce qui va conduire
a I’ouverture des pores .Quant a la deuxieme partie du graphe qui correspond a la partie
descendante de I’évolution du poids celle-ci représente le phénomene d’érosion due a
I’hydrolyse partielle des chaines macromoléculaire constituant le réseau matriciel des

microcapsules.
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V.1.6 Résultats de la caractérisation par spectroscopie a infrarouge

Les tableaux VII, VIII, IX, montrent les fréquences enregistrées des spectres IR et les
groupements fonctionnels des polymeres et du principe actif.

Les figures V.10, V.11, V.12 donnent les spectres IR des matiéres premiéres utilisees
(Alginate de sodium, gélatine et principe actif) et la figure V.13 montre le spectre IR des

microparticules obtenues.

e L’alginate de sodium

A T’issue du spectre caractéristique (figure V.10) de I’alginate de sodium, on peut visualiser
une large bande & 3436 cm™ correspondant a 1’élongation du groupement O-H et celle &
2163cm™ peut étre attribuée a I’élongation du groupement C-H. Une autre bande
caractéristique apparait a 1623 cm-1 et elle est attribuée a 1’élongation asymétrique du
groupement carboxylate O-C-O confirmant la haute teneur en acide uronique du
polysaccharide. L'absorption a 1406 cm-1 peut étre due a la vibration de flexion C-OH avec la
contribution de 1’étirement symétrique du groupement carboxylate O-CO. La bande a 1058
cm-1 peut étre également due a la vibration C-O.

Tableau VII: Fréquences des principales bandes IR caractéristiques de 1’alginate de sodium

Fréquence cm-1 Attribution des groupements fonctionnels
3436,91 -OH
2163,98 -C-H
1610 - 1406 -C00
1058 -CO

e Lagélatine
La figure (V.11) illustre le spectre infrarouge de la gélatine native qui montre plusieurs
bandes caracteristiques. La premiére région correspond aux vibrations de valence des OH et
des NH qui apparaissant respectivement aux alentours de 3435 et 3326 cm-1. La région qui
s’étend entre (3600-2300 cm-1) est I’amide A correspondant a 1’élongation —NH couplée avec

la liaison hydrogene.
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Selon (Centeno et al., (2004) [200]

il existe deux zones bien spécifiques : la premiere a

environ 1655 cm-1, représente le carbonyle C=0 de I’amide primaire (I’amide I). la deuxiéme

a 1554 cm-1 de I’amide II correspond a 1’élongation C-N et sa déformation dans le plan.

D’autre part le pic a 1240 cm-1 correspond a I’amide III qui est attribuée aux vibrations des

groupements C-N et N-H de I’amide liée ou bien aux vibrations des groupements CH2 de la

glycine.

Tableau VI11. Fréquences des principales bandes IR caractéristiques de la gélatine

Fréquence cm-1

Attribution des groupements fonctionnels

3456,91 - 3477- 3554

Elongation —NH

1655

Elongation C=0

1554

Elongation C-N de I’amide

e [L.’Acébutolol

Les bandes caractéristiques de 1’Acébutolol matiére premiéres sont représenté dans la figure

(FigureV.12)

Tableau IX : Fréquences des principales bandes IR caractéristiques de 1’ Acébutolol

Fréquence cm-1

Attribution des groupements fonctionnels

3284 cm-1 Elongation de O-H d’alcool secondaire, forte et
large qui masque les vibrations de valence des
liaisons N-H de I'amide et de 'amine secondaires
2960 cm-1 Elongation antisymétrique de CH3
1658 Elongation du C=0 de la fonction cétone

1600-1450 cm-1

élongation de C=C aromatique, fortes et
moyennes.
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Figure V.12 : Spectre infrarouge du principe actif Acébutolol matiére premiére

e Spectre caractéristique du complexe ionotropique

La réticulation de 1’alginate de sodium par les ions calcium a entrainé un déplacement du
nombre d’onde du pic du groupement carbonyle de 1610 cm-1 a 1618 et 1606 cm-1,
témoignant ’apparition de la liaison entre le groupement COO- avec les ions calcium . Ce
déplacement du nombre d’onde du groupement carboxyle est li¢ a la présence de nouvelles
liaisons électrostatiques avec les ions calcium [201].

Quant au PA les pics majeurs de I’ Acébutolol sont restés intactes ce qui explique d’une part
la présence du principe actif dans les formulations et 1’absence d’interactions avec les

polymeéres d’autre part.

132



11,5

%T

P

11

T |
2565,1
1872,75—,

1826,46—
s

1915,1

10,5

—

10

T T
c—— 0
2129,27—

273487

9,5

2325,99-"

964,34~
943,13-/
887,192
r 9,84
[ >

©
Il 11 1
2354,92-_
T i
1346,2%;;
Jﬁso,
1274.8
1159, 14~

1112,85~_

1074,28—~
1029,92—~
1008,70-
831,2

v

L1l
2958,60—<_S_

85 WM g1k gy R
| = s 2 SN o
] M% g5 X é‘?
] =8 S - 5 3
=g |
- © — :
8 = ot
] S g) 4
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 40(
COMPLEXE IONOTROPIQUE 1/cm

Figure V.13 : Spectre infrarouge des microcapsules obtenues par gélification ionotropique
d’un essai type

V.1.8. Résultats de I’étude de la cinétique de dissolution

Afin de déterminer la vitesse de libération de 1’Acébutolol a partir des microcapsules
formulées, nous avons étudié la cinétique de dissolution en milieu physiologique simulé

intestinal (tampon phosphate a pH 6,8) pendant 8 heures.

La quantité de principe actif libérée est dosée selon une méthode de spectroscopie UV-Visible

validée présentée dans le chapitre (matériels et méthodes).
V.1.6.1 Résultats des profils de dissolution :

Les résultats exprimant le pourcentage de principe actif dissout en fonction du temps sont

représentés dans le tableau X.
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Tableau X :

Reésultats des cinétiques de dissolution des essais

Ratio Ratio Pourcentage de dissolution en fonction du temps
ALG/GEL
PA/Poly | 15mn | 30mn | 45 1H 2H 3H 4H 6H 8H
mn
20/80 11 541 |19.44 | 27.83 | 37,56 | 48,62 | 60,21 | 72,72 | 89.96 | 98,10
Y 7.99 |22.86 |31.07|41,88 | 52,41 |68,80 |83.14 |93,29 |99,08
1/3 10.56 | 19.78 | 36.93 | 46,84 | 57,30 | 63,29 | 76.24 | 89,85 | 101,79
30/70 11 10.03 | 21.06 | 27.88 | 36,46 | 47,39 | 56,52 | 67,28 | 81.66 | 100,66
Y 9.54 | 1589 | 29.21 | 53,46 | 65,67 | 75,45 | 81,4 91.08 | 100.04
1/3 8.67 |19.34 | 31.81 | 55,33 | 66,64 | 77,17 | 87,17 | 97.09 | 107,88
40/60 11 489 | 7.78 |20.67 | 34,04 | 44,70 | 57,40 | 70,30 | 80.21 | 96,59
Y 543 |10.03 | 23.89 | 59,81 | 67,53 | 76,68 | 86,33 | 93.43 | 100
1/3 7.78 | 16.45 | 28.11 | 41,35 | 56,28 | 91,04 | 95,40 | 100.54 | 100.13
50/50 1/1 8.10 |15.89 | 21.06 | 34,59 | 54,13 | 63,16 | 70.89 | 82.33 | 98.50
Y 9.55 |1943 |28.01| 35,71 | 59,81 | 71,04 | 854 93.78 | 70,031
1/3 11.76 | 20.78 | 31.56 | 48,72 | 52,74 | 67.75 | 78.39 | 84.67 | 96,99
60/40 1/1 480 |756 |956 |23,69|3571 |48,00 |5540 |68.80 | 89.56
Y 3.89 |690 | 10.67 | 29,24 | 30,60 |50,78 | 60.78 | 79.06 | 104,16
1/3 6.98 |801 |16.89 28,05 |32,32 (51,17 | 67,23 | 81.05 | 101.06
70/30 1/1 787 |19.44 | 27.89| 30,16 | 41,75 | 56,99 | 68,05 | 75.98 | 97,78
Y 9.87 | 18.67 | 29.55 | 40,82 | 54,13 | 67,87 | 75,67 | 84.66 | 100.44
1/3 11.90 | 20.67 | 29.65 | 37,56 | 46,56 | 60,87 | 72,97 | 85.34 | 104.8
80/20 11 578 | 1145 | 22.06 | 38,13 | 47,93 | 56,33 | 60.31 | 76.11 | 97,78
Y 10.80 | 17.44 | 29.53 | 40,16 | 51,75 | 63,11 | 70,91 | 85.31 | 100
1/3 9.87 | 18.33 | 34.87 | 48,00 | 53,51 | 64,87 | 76,46 | 83.51 | 97,78
100 11 7.77 | 25.77 | 30.12 | 46,21 | 55,92 | 67,19 | 77,52 | 80.21 | 98,05
Y 480 | 26.88 | 37.03 | 50,69 | 64,17 | 74,57 | 80,90 | 90.70 | 103.09
1/3 9.30 | 19.06 | 32.09 | 48,49 | 56,11 | 63,55 | 70,35 | 79.09 | 87,74
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Les profils de dissolution obtenus d’essais type (ratio Alg/Gél :70/30) (figure V.14,
figureV.15 et figure V.16) et (ratio Alg /Gel : 30/70) (figure V.17, figureV.18 et figure V.19)
et a différents ratios de PA, en milieu tampon phosphate a pH 6.8 , sont représentés ci-apres :
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FigureV.14 : Profil de dissolution d’un essai type (Ratio Alg / géla70/30, PA/Poly : 1/1)
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FigureV.15 : Profil de dissolution d’un essai type (Ratio Alg : géla70/30 , PA/Poly :1/2)
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Profil de dissolution de PA R70/301/3
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FigureV.16 : Profil de dissolution d’un essai type (Ratio Alg : géla70/30, PA/Poly :1/3)
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FigureV.17 : Profil de dissolution d’un essai type (Ratio Alg : géla30/70, PA/Poly :1/1)
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igureV.18 : Profil de dissolution d’un essai type (Ratio Alg : géla30/70 , PA/Poly :1/2)
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Profil de dissolution de PA R30/70 1/3
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FigureV.19 : Profil de dissolution d’un essai type (Ratio Alg : géla30/70 , PA/Poly :1/3)

A T’issue des profils de dissolution obtenus pour ce groupe d’essai, il apparait clairement que
le pourcentage de principe actif libéré évolue sur une échelle de temps prolongée dépassant
les 2 heures ce qui traduit 1’appartenance de ces formulations au formes a libération

prolongée.

Les profils de dissolution obtenus des essais formulés démontrent pour 1I’ensemble des essais
une premicre libération instantanée de 1’ordre de 30 a 40% dans la premiere heure puis une

libération prolongée jusqu’a I’atteinte d’un taux de 80% entre 4 et 6heures.

Ce profil de dissolution semble étre reli¢ a la cinétique de gonflement et d’érosion des
microcapsules qui enregistre un taux maximal de gonflement aux alentours de 4 heures ce qui
laisse supposer que nous sommes face & un mécanisme de dissolution relié a la diffusion suite
a un gonflement des chaines macromoléculaires constituant les biopolymeres : la gélatine et

I’alginate de sodium.

Aussi, hous remarquons gue le ratio polymérique alginate/ gélatine exerce une influence sur le
prolongement de la libération du principe actif, plus ce ratio est grand, donc présence de
I’alginate en forte proportion, plus la libération est ralentie. Par exemple pour le ratio Alg /Gél
de 70/30, 80% de PA sont libérés entre 6 et 8 heures (figure V.14, V.15 et V.16).Alors que
pour le ratio inverse c’est-a-dire le ratio Alg /Gél 30/70, ce méme taux est atteint plutét entre
4 et 6 heures. Ceci dit que cette influence n’est pas considérable, puisque nous enregistrons un
effet de prolongation de la libération de principe actif qui ne dépasse pas une heure entre ces
essais.
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D’autre part le ratio du principe actif par rapport au polymere ne semble pas modifier de
facon significative, le profil de dissolution du principe actif (figure V.19). Ceci pourrait
s’expliquer d’une part par 1’absence d’interaction entre le PA et les polymeéres constituant la
matrice a savoir 1’alginate et la gélatine, qui pourrait retenir le PA plus longtemps dans la

matrice et aussi a la grande solubilité du principe actif d’autre part.

En termes d’allure de libération, nous remarquons une libération instantanée de la premiére
heure traduisant un burst-effet relié probablement a la diffusion rapide du principe actif se

trouvant au proche voisinage de la surface externe de la matrice.

Ce que nous pouvons conclure a partir des profils de dissolution de ce type de matrice, que les
deux bio polymeéres (alginate et gélatine) n’interagissent pas entre eux dans ces conditions
expérimentales et que la libération est plutdt commandée par la quantité d’alginate présente
dans la matrice et donc la présence de gélatine ne présente aucun effet supplémentaire sur le
retardement de la libération du PA. Pour ce groupe de formulation 1’agent responsable de la
complexation avec I’ions calcium est I’alginate de sodium par un mécanisme de de
gélification ionotropique externe par les ions calcium qui diffuseront progressivement a

I’intérieur de la matrice pour former une matrice gélifiée. [202-204], (Figure V.20)

Figure V.20 : Formation d’un gel d’alginate par les cations calcium formant un gel en boite a
ceuf « egg —box » [202]
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Les résultats de Yellanki Shiva Kumar [205] pour des matrices a base d’alginate et gélatine
par le procéde de gélification ionique par les ions calcium ont obtenus des profils de libération
de type prolongé allant & 8H pour un taux de PA libéré de 80%

D’autre travaux B. Bindu Madhavi et al [206] sur la Venlafaxine ont obtenus des taux de

dissolution de I’ordre de 80% de principe actif, au bout de 9 heures.

V.1.6.2 Ajustement mathématique des profils expérimentaux de dissolution :

Les résultats obtenus dans les essais de dissolution des formes pharmaceutiques sont souvent
représentes sous forme de courbes ou la fraction cumulée de principe actif dissoute ou libéré
(Q ¢/ Qo, %) est exprimée en fonction du temps (t). L’application des modeles mathématiques
facilite I’interprétation quantitative de ces résultats et la compréhension des mécanismes de
libération du PA a partir de la forme pharmaceutique. Il existe plusieurs modeles théoriques et
empiriques décrivant le profil de dissolution. Dans la plupart des cas, le processus de

dissolution du PA est la résultante de plusieurs phénomenes (diffusion, gonflement, érosion)

Afin d’élucider les mécanismes contrdlant la libération du principe actif a partir de la matrice
alginate /gélatine complexée par les ions calcium, nous avons procédé a 1’ajustement
mathématique des profils par des modeles sélectionnés a partir de la bibliographie. Plusieurs
modéles ont été étudiés, le coefficient de détermination R ° pour un essai type 1, a été

représenté dans le tableau (Tableau XI).
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Tableau XI: Résultat de I’ Ajustement mathématique par des modeles de dissolution

Moyenne des

Modeéles Ecriture des modeles Parametres Coefficient de
caractéristiques détermination R?
Modeéle de
cinétique
g Qt=Q+kt K, : constante de vitesse 0,70

d’ordre zéro

Modéele de

sinétigue InQt = InQ + K.t .
K1 : constante de vitesse 0,75

d’ordre un Q (%)=1-e Kt

Modéle de

Higuchi Qt = Kh\t K : constante de vitesse 0,73
de Higuchi

Modéle de Qt=0Q(1 - a : facteur de temps 0,998

. -k .
Weibull exp” « ) B : parametre de forme

Q:: quantité cumulée en pourcentage de PA libéré
Qo : la masse de PA dans le véhicule au temps t zéro
QO : la quantité du PA au temps t infini

t : temps

Les courbes des profils de dissolution modelisés par les modeles ci-dessus pour un essai type
1 moyennant le logiciel (STATISTICA .8) et selon une estimation non linéaire, sont
représentees dans les figures (Figure V.21, Figure : V.22 Figure : V.23)
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A ce titre le modéle d’ordre zéro représente une vitesse de dissolution constante dans le
temps. Ce phénomene est rencontré pour de nombreuses formes a libération prolongée ou la
quantité libérée en fonction du temps reste constante. Ce modéle est souvent adapté pour des
formes transdermiques ou osmotiques, des systemes matriciels avec un principe actif peu
soluble. Elle représente une cinétique ideéale pour atteindre une action thérapeutique prolongee
et sans fluctuation dans le temps. [207,197, 208]

Pour le modeéle d’Ordre 1 : La fraction de dissolution est fonction du logarithme du temps, la
vitesse de dissolution diminue en fonction du temps. Ce modele est généralement observé

avec une matrice poreuse pour un PA soluble dans 1’eau. [207,197, 208]

Le modéle d’Higuchi est quant a lui connu, comme un modele de diffusion. La dissolution
suit la loi de Fick. La fraction de libération du PA évolue linéairement en fonction de la racine
carrée du temps, ce phénoméne est souvent rencontré pour les formes semi-solides et les
matrices avec un PA soluble. [207,197, 208]

En ce qui concerne le modéle de Weibull, 11 s’agit du modéle empirique ‘historique’ et le plus
utilisé, probablement car il prend en compte le temps de latence souvent observé en début de
dissolution. Ce mod¢le, ayant un parameétre d’échelle du temps et un parametre de forme, est

adapté pour presque tous les types de profils. [207,197,208]

A I’issue des modélisations mathématiques réalisées sur les essais, on constate que le meilleur
coefficient de détermination (R?) est obtenu pour le modéle de Weibull (R? 1) et ce pour
I’ensemble des essais, alors que ceux des modéles d’ordre zéro, un et celui d’Higuchi ne
traduisent pas le mécanisme de libération du PA a travers les microcapsules obtenues et ce en

raison du coefficient de détermination faible (R<0,8).

En effet pour le modéle d’ordre zéro le coefficient de corrélation obtenu est de 0,71 ne semble
pas représenter I’allure de libération puisque, ce modéle décrit les systémes dont la vitesse de
libération doit rester constante pendant toute la durée de libération jusqu’a épuisement totale

du PA de son systeme.

D’autre part le modele d’ordre un ou la vitesse doit augmenter de fagon exponentielle en
fonction du temps les paramétres d’évaluation statistiques sont faibles avec un coefficient de

détermination de 0,65.
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En ce qui concerne le modéle d’Higuchi , qui enregistre lui aussi un coefficient de
détermination tres faible (0, 23) , prévoit une libération linéaire de PA en fonction de la racine
carrée du temps, particulierement observée dans les systemes réservoirs a gradient de
concentration constant[207,197,208]

En conclusion de cette modélisation il est clair que le modéle de Weibull s’intégre bien aux
profils expérimentaux avec un coefficient de détermination proche de 1 (tableau V.12) .Ce

modéle dont I’écriture est :

(i

Qt=Q(1—-exp =)

Pour ce modele Q,, représente le pourcentage maximal de PA dissout pour un temps
théorique infini. Le parameétre T représente le temps de latence avant le début du processus de
dissolution, le paramétre a est un facteur caractéristique du temps du processus de libération
du PA plus ce dernier diminue plus le profil est rapide, Le paramétre  est un paramétre qui
renseigne sur la forme du profil de dissolution et aussi sur la valeur du pourcentage maximale
libéré [209].
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Figure V.21 : Cinétique de dissolution selon le mod¢le d’ordre zéro pour I’essai 1
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Figure V.22 : Cinétique de dissolution selon le modéle d’ordre 1 pour I’essai 1
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Figure V.23 : Cinétique de dissolution selon le modéle de Weibull pour I’essai 1
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Tableau XI1: Résultats des parameétres statistiques du modele de Weibull

Ratio A B R’ Ratio a B R’
Alg IGél Alg /Gél
Ratio (mn) (mn)
PA/Pol

20/80 64.38 0.76 0.999 | 60/40 93.96 0.86 0.988
R1/1 R1/1

20/80 66.39 0.74 0.978 | 60/40 102.9 0.83 0.983
R1/2 R1/2

20/80 61.36 0.86 0.980 | 60/40 84.33 0.79 0.982
R1/3 R1/3

30/70 63.69 0.82 0.998 | 70/30 89.79 0.78 0.985
R1/1 R1/1

30/70 59.32 0.81 0.987 | 70/30 98.03 0.76 0.998
R1/2 R1/2

30/70 60.10 0.92 0.98 70/30 87.58 0.86 0.978
R1/3 R1/3

40/60 63.81 0.84 0.988 | 80/20 71.08 0.74 0.987
R1/1 R1/1

40/60 56.78 0.68 0.979 | 80/20 83.05 0.82 0.898
R1/2 R1/2

40/60 49.97 0.55 0/988 | 80/20 77.04 0.76 0.923
R1/3 R1/3

50/50 79.54 0.79 0.998 | 100/0 73.67 0.79 0.967
R1/1 R1/1

50/50 72.23 0.89 0.998 | 100/0 79.87 0.78 0.954
R1/1 R1/2

50/50 65.83 0.76 0.987 | 100/0 68.59 0.67 0.981
R1/1 R1/3

Ce tableau illustre les valeurs des parameétres du modéele de Weibull a savoir o et B ainsi que le

coefficient de corrélation R?,

Au vue de ces valeurs on constate bien que le coefficient de détermination se rapproche de 1

et ce pour ’ensemble des essais.

Pour ce qui est du facteur a, on constate que celui-ci est d’autant plus important pour les ratios
d’alginate de sodium dans la matrice sont ¢élevés. Ce qui laisse conclure que la concentration
d’alginate dans la matrice serait responsable de la libération prolongée du PA. Plus la valeur

de ce facteur est importante plus la libération sera prolongee.

Le facteur B quant a lui donne une idée sur la forme de libération et le pourcentage de

libération atteint. Celui-ci étant compris entre 0.5 et 1.
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Nous représentons ci-apres la cinétique de dissolution de quelques essais modélisés par le
modéle de Weibull.

Profil de dissolution de PA R40/60 1/1 ajusté par le modéle de weibull
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Figure V.24 : Cinétique de dissolution selon le modéle de Weibull pour I’essai R40/60 1/1
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Figure V.26 : Cinétique de dissolution selon le modéle de Weibull pour I’essai R50/50 1/1
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Figure V.27 : Cinétique de dissolution de I’essai R60/40 1/1 ajustée par le modéle de Weibull
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Figure V.28 : Cinétique de dissolution de I’essai R70/30 1/1 ajustée par le modele de Weibull
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Afin d’illustrer I’impact de ces deux facteurs sur le profil de libération nous avons tracé des

courbes simulant la variation de a pour une valeur fixe de B (Figure V.31)

On observe clairement le caractéere exponentiel des courbes de dissolution ce qui est
caractéristique du modeéle de Weibull avec des profils de plus en plus prolongés pour des

valeurs croissantes de a, qui est considéré comme un paramétre de 1’échelle du temps.

Alors que pour le facteur B qui est un facteur de forme sa variation de 0.5 a 1, celui -cCi

impacte sur la forme de la courbe, plus il augmente plus la courbe devient exponentielle et le
profil plus long.
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Figure V31. Influence de la Variation du parameétre a de Weibull
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V.11. Etude des mélanges binaires gélatine / Alginate de sodium

V.IL1. Variation de I’absorbance des mélanges Gélatine/Alginate de sodium a 600nm en
fonction du pH et du ratio

L’influence du pH et du ratio protéine/ polysaccharide (Pr : Ps) sur I’interaction entre la
gélatine et I’ Alginate de sodium est étudiée a une concentration totale en biopolymeéres de 2%,
en suivant 1’absorbance des mélanges a 600 nm, qui traduit la turbidit¢ des mélanges. La
variation d’absorbance peut donc étre uniquement corrélée a 1’apparition de particules. Nous
considérons également que pour une valeur de pH donnée, une variation maximale de
I’absorbance du mélange est liée a la formation d’un nombre maximum de particules formées

et donc un maximum d’interaction entre les deux macromolécules. [126]

Les résultats de variation d’absorbance a 600 nm obtenus pour le mélange gélatine/Alginate
de sodium/eau a une concentration totale de polymeére de 2 % , montrent que pour des ratios
(Pr : Ps) compris entre 1 :1 et 4 :1, toutes les courbes présentent un maximum d’absorbance a
pH 3,5, mis a part, les mélanges obtenus pour les ratios Pr: Ps de 1 :1, 2 :1 pour lesquels le
maximum semble se situer a des valeurs de pH comprises entre 2 a 3,5 (Tableau XIII)
(Figures V.32 et V.33).

Tableau XIIl: Variation de I’absorbance en fonction du pH et du ratio protéine

polysaccharide Pr: Ps Gélatine : Alginate de sodium

pH 2 2,5 3 3,5 4 45 5 6 7 8
Abs

Ratio 283 [2,799 2,709 [2691 |259 |1,227 |0,151 |0,121 | 0,242 | 0,179
Pr:Ps 1/1

Ratio 2987 | 2,859 |2819 2,702 |1,876 | 1,132 | 0,141 | 0,144 | 0,247 | 0,129
Pr :Ps 2/1

Ratio 2,660 | 2,799 | 2,810 | 3,01 2,613 | 0,338 | 0,175 | 0,163 | 0,149 | 0,120
Pr :Ps 3/1

Ratio 1,75 291 |2914 | 2,969 |2,613 | 0,939 | 0,074 | 0,063 | 0,076 | 0,0620

Pr :Ps 4/1
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151



Absorbance a 600nm

Figure V.34 :

Absorbance a 600 nm

Absorbance en fonction du pH ratio gel/alg 3/1

3,5

3,0 1 o\ — @ — pHvs Abs

2,5 /
2,0 i \
1,5 \
1,0 \
0,5 1 \

0,0 {

pH

Variation de |"absorbance en fonction du pH pour le ratio Pr : Ps Gélatine

Alginate de sodium 3/1

Absorbance en fonction du pH ration gel/alg 4/1

3,5

3,0 | -e — & — pHvs Abs
F .

2,5 1 / \
2,0 1
0_/ \\

15 1 \
\
1,0 1 *
\
0,5 \
00 | oL _e——o——_o
1 2 3 4 5 6 7 8
pH

Figure V.35 : Variation de I'absorbance en fonction du pH pour le ratio Pr : Ps Gélatine

Alginate de sodium 4/1

152



Les figures (V.32, et 33) donnant la variation de I'absorbance pour les ratios 1/1 et 2/1,
présentent un maximum d absorbance aux alentours du pH 2, alors que le maximum
d“absorbance observé pour les ratios 3/1 et 4/1, (figures V.34, et 35) sont au pH de 3,5. En
effet cette différence peut étre attribuée au ratio des deux polymeéres, plus le ratio est
important plus le pH correspondant au maximum d absorbance est proche de 3.

A cette valeur de pH, les charges opposées de I'alginate de sodium chargé négativement et
celles de la gélatine qui est chargée positivement se neutralisent et on assiste a la formation de
complexes insoluble qui finissent par sédimenter et former un coacervat. Aux valeurs de pH
éloignées de 3 a savoir (5,6 et 7) les deux polyméres sont solubles et les valeurs de
I"absorbances sont tres faibles.

Ces resultats sont en accord avec les travaux déja réalises par Fang et al., [122], qui ont
constaté qu’une séparation de phase est généralement observée pour un ratio massique Pr : Ps
(3:1)et(4:1) correspondant a la neutralisation des charges.

Des travaux réalisés par (Xia et Dubin, 1994) [86] ont pu aussi montrer que le ratio massique
protéine : polysaccharide (Pr : Ps) a une trés grande importance sur le phénomene de

séparation de phase par coacervation complexe.

D’autre part, dans 1I’¢tude de la coacervation complexe entre la gélatine et la CMC, [126] ont
montré que le volume de la phase constituant le coacervat était maximum pour un ratio de
mélange de 1 : 1, pour lequel la neutralisation des charges portées par les deux
macromolécules est obtenue. L’influence du ratio de mélange sur la formation de complexes a
particulierement bien été mise en évidence par Bowman et al., 1997 [210] dans le cas d’un

mélange entre de la gélatine et du poly (styréne sulfonate) de sodium.

Selon les travaux de Abdur Razzak Moojoong et al., 2016. [183] qui a étudié le complexe
alginate de sodium et la gélatine de poisson, a signalé que la turbidité n’apparaissait pas a un
pH supérieur a pH 5.1, quelle que soit le ratio gélatine/ alginate.

La turbidité a commencé a apparaitre lorsque le pH a été réduit a une valeur limite, appelé
pHgy1, qui indique la formation de complexes insolubles entre les molécules de gélatine de
poisson chargées positivement et les molécules d’alginate de sodium chargées négativement
[211,212].

Lorsque le pH a encore été réduit & une autre valeur limite, noté pHp une séparation de phase

macroscopique immédiate de gros agregats est visibles, et provoque une variation importante
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de la turbidité. Le mélange FG — AL a montré une turbidité maximale a FG: AL = 80:20
(rapport 4: 1) au pH 3,7 [212].

D’autre part Kruif, 2004 [213] a constaté que plus le ratio Gélatine / Alginate est élevé, plus
de molécules de Gélatine étaient disponibles par molécule d’Alginate et donc des molécules
de Gélatine, moins chargées positivement a un pH plus élevé sont engagées pour la formation
de complexes insolubles neutre, ceci explique 1’apparition de turbidité a des valeurs de pH

plus acides pour les ratios gélatine / alginate plus faible

Il a été aussi démontré qu’a des valeurs de pH supérieur au pHp les phases préparées sont
transparentes, dans lesquelles les molécules de biopolymeres ont été dissoutes avec certains
complexes Gélatine / Alginate solubles. Dans cette région monophasique, les attractions
électrostatiques entre la Gélatine et 1’ Alginate ne sont pas suffisamment fortes pour former
des complexes insolubles du fait de la déprotonation des molécules de Gélatine, mais ils

peuvent avoir été suffisamment puissants pour former des complexes solubles [183].

V.11.2. Aspect microscopique :

Les observations microscopiques des mélanges Pr:PS Gélatine : Alginate de sodium a
différents ratios et a différents pH sont données dans les photos ci-apres :

= ApH=2:

FigureV.36 : observations microscopiques des différents essaisa pH 2 ; A (ratio1:1) ; B
(ratio 2 :1) ; C (ratio 3 :1) ; D (ratio 4:1) ;( Grossissement : G X 25).
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Figure V.37: Photo microscopique des différents essais a pH 2.5 ; A (ratio 1 :1) ; B (ratio
2:1); C(ratio 3:1); D (ratio 4:1) ;) (Grossissement : G X 25).

Au vue de ces photos microscopiques on remarque qu'a pH 2 et pH 2,5, il y a présence
d’agglomérats de macromolécules sous forme de complexes insoluble et ce pour les différents
ratios de polymeére. D autre part on peut constater que plus le ratio Gélatine/Alginate de
sodium augmente plus le complexe est dense.

Figure V.38 : Photo microscopique des différents essais a pH 3 ; A (ratio 1:1) ; B (ratio
2:1); C (ratio 3:1); D (ratio 3:1) ; (Grossissement : G X 25).

PH=35":

Figure V.39 : Photo microscopique des différents essais a pH 3.5 ; A (ratio 1:1) ; B (ratio
2:1);C(ratio 3:1) ; D (ratio 4:1) ; (Grossissement : G X 25).
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Les observations microscopiques des essais a pH 3 et 3.5 montre la présence d’agglomérats de
macromolécules sous forme de complexes insoluble et ce pour les différents ratios de
polymére. Aussi, on peut constater que plus le ratio gélatine/Alginate de sodium augmente
plus le complexe est dense.

pH=45:

Figure V.40 : Photo microscopique des différents essais a pH 4 ; A (ratio 2 :1) ; B (ratio
3:1); C (ratio 4 :1) ; D (ratio 5:1) ; (Grossissement : G X 25).
Les photos microscopiques des essais du pH 4.5, 5, 6,7, 8, mettent en évidence des solutions
optiquement vide non résolues au microscope optique et ce pour les différents ratios de
polymeére. Ceci démontre la solubilité des biopolymeres a ces valeurs de pH présentant un

aspect macroscopique limpide.

Les photos microscopiques et macroscopiques des différentes solutions gélatine/alginate
présentent des aspects différents en fonction des ratios et des pH. Pour les pH allant de 2 et
2.5, nous notons la présence de complexes insolubles avec un aspect visuel opaque et des

agglomérats macromoléculaires au microscope.

Pour les pH de 3 et 3.5 nous signalons une séparation de phase avec un sédiment dense
représentant le complexe insoluble et un surnagent limpide, la microscopie montre des

agrégats macromoléculaires du complexe formé.

Ces résultats sont en accords avec les résultats de I"absorbance, pour lesquelles le maximum
de turbidite est enregistré pour les ratio Pr:Ps de 3/1 et 4/1 avec un aspect microscopique
démontrant la formation d agglomérats insolubles et denses notamment pour les zones de pH
de 3 ainsi que I'aspect macroscopique qui montre la formation d'un sédiment dense et un
surnagent limpide, témoignant le maximum d interaction entre les deux biopolymeres avec

neutralisation de leurs charges opposees.
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V.11.3. Observations macroscopiques des mélanges gélatine /alginate a différents ratios
et différents pH

Nous avons observé visuellement les tubes contenant les mélanges gélatine/alginate de
sodium a une concentration totale de polymeéres de 2%, ainsi qu’a différents pH. Ces
observations visuelles ont été faites pour confirmer réellement que I’interaction maximale
entre les deux biopolymeéres a eu lieu effectivement a pH 3 pour les ratios gélatine : alginate

de sodium 3/1 et 4/1avec séparation de phases.

Figure V.41: Observation visuelle des essais au ratio Pr : Ps Gélatine/ Alginate de sodium 1/1
a différents pH
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Figure V.42 : Observation visuelle des essais au ratio Pr : Ps Gélatine/ Alginate de sodium
2/1 a différents pH

Figure V.43 : Observation visuelle des essais au ratio Pr : Ps Gélatine/ Alginate de sodium
3/1 a différents pH
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Figure V.44: Observation visuelle des essais au ratio Pr : Ps Gélatine/ Alginate de sodium 4/1
a différents pH
L’examen visuel des tubes a différents ratios Pr : Ps et a différents pH, atteste pour les ratios
gélatine : alginate 1/1 et 2/1 une séparation de phase pour les valeurs de pH de 2 et 2,5 (Figure
V.41 et V.42). La phase inférieure est constituée d’un semi-solide blanchatre, surmontée d un
surnageant limpide témoignant la sédimentation de la totalité des polymeres. Alors que pour
les valeurs de pH supérieur a 2,5 aucune sédimentation nest observée pour les deux ratios, ce
qui nous améne a dire que pour ces ratios I'interaction maximale est obtenue a des valeurs de
pH trés basses de I'ordre de 2. Il est a noter qu'a ce pH l'alginate de sodium peut étre
hydrolysé en acide alginique [209].
D autre part, pour des ratios plus importants a savoir les ratios 3/1 et 4/1 (Figure V.43 et
V.44) La séparation de phase est observée a partir de valeurs de pH de 4.5 et 3.5 avec un
sédiment dense et un surnagent limpide qui est le résultat d interaction entre la gélatine et
I"alginate ou la totalité des macromolécules sont neutralisées, et rendues insolubles, finissent
par sedimenter et former un coacervat solide.
Il est a noter que le pH de sédimentation est d’autant plus important que le ratio gélatine
alginate est élevé (apparition de sédiment a ph4 .5 pour le ratio gélatine alginate 4 /1 et de 3.5
pour le ratio 3/1), ceci a été déja souligné par Kruif, et Yang [213, 214].
Ces resultats confirment ceux obtenus pour |"absorbance ou nous avons vu que le maximum

de turbidité, enregistré a ces valeurs de pH.

159



On remarque aussi que pour les valeurs de pH supérieur a 4.5, les mélanges sont caractérisés
par un aspect transparent de la phase supérieure. Ceci indique la présence de particules
solubles pour lesquelles les charges des deux biopolyméres ne sont pas totalement
neutralisées. La nature des interactions entre la gélatine et ’alginate, dans les complexes
insolubles, est principalement électrostatique impliquant les charges opposees des
biopolyméres en solution aqueuse. La contribution des interactions non coulombiennes, telles
que la liaison hydrogene ou les interactions hydrophobes, impliquées quant a eux dans les
complexes solubles, a été étudiée. en examinant la variation de la turbidité pendant le titrage
de I'acide a en présence d'urée, connue pour perturber les interactions des liaisons hydrogenes
et les liaisons hydrophobes au sein du systeme montre que le profil de turbidité n'a pas été
modifié de maniére significative par I'ajout de I'urée, ce qui indique que la formation de
complexes FG — AL insolubles n’a pas été empéchée par urée; ¢’est-a-dire que les interactions

attractives entre les molécules FG et AL étaient principalement électrostatique [211].

V.11.4. Etude du potentiel électrophorétique (le potentiel zéta) obtenue dans le mélange
gélatine/ alginate de sodium

La mesure de la mobilité électrophorétique (potentiel zEta ) des colloides permet d’obtenir des
informations quant a I’interaction entre la surface de ceux-ci et les molécules de solvant [215,
216] dans des conditions données de pH , de viscosité et de force ionique. La coacervation
complexe étant majoritairement gouvernée par des interactions électrostatiques entre les
macromolécules, la mesure du potentiel zéta doit nous permettre de définir les conditions

optimales d’interaction entre les deux macromolécules en fonction du pH.

[ el e a :
. ~e . el
Zota PotersialimiV) 3
o T T T >
> |
i
i
| | w0l ne
) 00
200 100 0 100 00 . -
» *»e & xn0
n . ) Ir.aw"h; o n e
«a» «b»

Figure V.45 : Résultats de mesure du potentiel zéta. (a ) : pic du potentiel zéta, (b ) : courbe
d’atténuation

Tableau XIV : Variation du potentiel zéta en fonction du pH a différents ratios
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pH
2 2,5 3 3,5 4 45 5 6
Potenti
Zeta (mv)
Ratio 1/1 63,80 | 61,10 54,89 | 36,60 |-35,6 -52,70 | -61,8 -70,1
Ratio 2/1 73,10 | 44,70 82,8 26,60 | -48,6 - 56,70 | -67,8 -78,6
Ratio 3/1 59,80 | 78,90 0,097 | 71,50 |-39,90 -48,8 -59,7 -60,7
Ratio 4/1 76,8 37,3 48,47 | 93,90 | -35,90 -42,9 -56,9 -62,3
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FigureV.46 : Variation du potentiel zéta en fonction du pH pour le ratio Pr : Ps Gélatine
Alginate de sodium R1/1
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Figure V.47 : Variation du potentiel zéta en fonction du pH pour le ratio Pr : Ps Gélatine
Alginate de sodium R 2/1
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Figure V.48: Variation du potentiel z&ta en fonction du pH pour le ratio Pr : Ps Gélatine

Alginate de sodium 3/1
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Figure V.49 : Variation du potentiel zéta en fonction du pH pour le ratio Pr : Ps Gélatine
Alginate de sodium 4/1

Lorsqu’on suit 1’évolution de la mobilit¢ ¢Eléctrophorétique pour la dispersion
gélatine/Alginate, on note une influence du ratio (Pr : Ps) sur lallure des
éléctrophérogrammes. Lorsque le ratio (Pr : Ps) est bas (1 : 1) et (2 : 1), il est intéressant de
noter que I’interaction entre la gélatine et I’alginate n’est obtenue qu’a partir de valeur de pH
réduite (2 pour le ratio 1/1 et 2.5 pour le ratio 2/1) cette interaction se traduit par le
changement de charge globale du potentiel zéta, en fonction du pH.

Par contre, lorsque le ratio est en faveur de la protéine (3/1) et (4/1), leurs
éléctrophérogrammes subissent des modifications importantes. Pour le ratio 4 /1, le
changement de charge globale est obtenu a pH proche 4 et celui du ratio 3/1, I’inversion de

charge a lieu a pH 3.5.

Le potentiel zéta des deux biopolymeres augmente en fonction de la diminution du pH ceci est
due d’une part a la protonation des groupements carboxyles et amines de la gélatine et de
ceux aussi des groupement carboxyliques de 1’alginate . Cette protonation se traduit par une
augmentation de la valeur négative globale du potentiel zéta qui augmente progressivement et
atteint des valeurs positives, a ce niveau les interactions entre des macromolécules de gélatine

et d’alginate ont toujours lieu méme si la charge des deux biopolymeres est similaire.
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Des résultats similaires ont été rapportés pour d'autres systemes protéiques / polysaccharides,
comme la B-lactoglobuline / chitosan étudié par Guzey & McClements, [217] et Chang-
Sheng Wang pour le systéeme gélatine et gomme xanthane [218].

V.11.5. Caractérisation rhéologique des mélanges biopolymériques (Pr/Ps) a différents
pH et différents ratios :

La rhéologie est définie comme étant une discipline qui traite 1’écoulement et/ou la
déformation des fluides sous 1’action de la contrainte. Son intérét est rendu chaque jour plus
évident par I’apparition de nombreuses substances au comportement complexe : pates, boues,
émulsions, suspensions, dispersions.

La connaissance des propriétés et le comportement rhéologique des mélanges gélatine et
alginate de sodium a différents pH, va nous renseigner sur la variation texturale et mécanique
des polymeres, en fonction du ratio et du pH et ce afin de comprendre I’origine des

phénomenes a un niveau moléculaire.

A cet effet deux types d’expérimentation sont réalisées :

e Analyse de la viscoélasticité en régime linéaire
Ce test sert a renseigner sur 1’état structural de 1’échantillon en évaluant sa rigidité. Alors que
la majorité des tests rhéologiques sont effectués en rotation, la viscoélasticité est effectuée en
oscillation ; pour cela, on maintient une fréquence constante ®»=10 1/s et on fait varier le
pourcentage de déformation y de 0.1% a 100 % en rampe logarithmique ; chaque seconde on
préléve une valeur du module de conservation G’ et une valeur du module de perte G”, on

préléve un nombre de points fixé a 30.

Les figures V.50 et V.51 représentent G’ et G” en fonction de la déformation d’un essai type.
Dans tous le domaine de la courbe de viscoélasticité nous remarquons que le module de
conservation et supérieur au module de perte G G” ce qui confére & nos polyméres le
caractere « Gel ». Pour de faibles déformations, G’ et G” enregistrent un pallier ce qui
correspond au domaine de viscoelasticité lineaire. Au fur et a mesure que la déformation
augmente, les deux modules accusent une chute. On peut dire que le matériau devient

relativement plus dissipatif avec une rigidité plus faible tout en gardant le caractére gel.
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Figure V.50 : Test de viscoélasticité d’un essai type R3/1 pH 3.5 &4 25°C
1000
[ J G' (Pa) Module de conservation
® G"(Pa) Module de perte
ooooooooooooo.....
)
100 - ®
< o ®
= 0..00000000000“‘00’0
o (<)
O] e
(<)
10
® e
(<)
)
)
1 T T T T T T
0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000 10000

Déformation%

Figure V.51 : Courbe de viscoélasticité d’un essai type R3/1 pH 3.5
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L’analyse du comportement viscoé¢lastique a ¢été réalisée a différent pH allant de 2a 7 et a

différents ratios de polymere (de 4/1, 3/1, 2/1 et 1/1). A ’issue de cette analyse, on a retenu

les valeurs du module de conservation, G’ exprimant la rigidité du systéme et le module de

perte G” représentant la composante visqueuse du gel (Tableau XV).

Tableau XV : Résultats de G ' et G” en fonction du pH a différents ratios

RATIO R1/1 RATIO R2/1
pH module de module de perte module de module de perte G
conservation G’ G" conservation G’
7 2.08 3.52 0.601 2.73
6 29.1 10.6 0.532 1.97
5 11.8 12.0 3.59 5.08
4.5 7.29 7.75 0.438 0.528
4 2.34 1.75 1.24 0.98
35 0.187 0.23 36 10
3 0.81 0.94 162 18
25 21.7 431 138 88
2 79.4 8.84 116 83
RATIO R3/1 RATIO R4/1
pH module de module de perte module de module de perte G
conservation G’ G” conservation G’
7 60.6 25 5.18 4.3
6 72.0 31.6 19.6 12.9
5 96.0 37.6 112 41.6
4.5 2.53 1.60 2.76 1.19
4 5.69 1.21 20500 3080
3.5 14500 34.6 15300 2260
3 12280 34.8 17100 2700
2.5 6200 2.89 11500 1760
2 1960 2.28 175 2.55
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Afin d’analyser et comparer les résultats obtenus, nous avons procédé a la présentation des

courbes du module de conservation pour les différents ratio et pH (figures:
V.53,V.54,V.55)
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Figure V.52 : Courbe de viscoélasticité d’un essai type R3/1 pH 3.5
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Figure V.53 : Variation du module de conservation G’ en fonction du pH pour le ratio 2/1
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Figure V.54 : Variation du module de conservation G’ en fonction du pH pour le ratio 3/1
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Figure V.55 : Variation du module de conservation G’ en fonction du pH pour le ratio 4/1

Au vue de ces figures on remarque que le module de conservation G’ enregistre des valeurs

différentes en fonction du pH pour le méme ratio.

On remarque par exemple pour le ratio 1/1, les valeurs maximales de G' sont enregistrées a
pH égale a 2, ou le gel est rigide et bien structuré. Alors que les valeurs maximales de G’ pour
le ratio2/2, sont obtenues a pH égale a 3, suivi par le pH de 2.5, pour le ratio 3/1 ce pH est de
3.5 et enfin celui du ratio 4/1 il est de 4 .Ceci est due au degrés de protonation de la gélatine
plus celle-ci est en proportion importante , sa protonation est plus importante est donc les
liaisons électrostatiques entre les groupements carboxyles de I’alginate et les groupements

amines de la gélatine sont d’autant plus fortes et par conséquent le gel plus rigide .
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Ces resultats sont en concordance avec les résultats de la turbidité pour lesquelles nous avons

enregistré des valeurs maximales d’absorbance aux mémes valeurs de pH soulignées.

Afin de comparer le module de conservation des différents ratios aux valeurs de pH critiques

c¢’est-a-dire, la ou nous avons constaté le maximum de turbidité tel que le pH 3, 3.5 et 4, nous

avons traceé la variation du module de conservation en fonction du pH pour les différents

ratios (Figure V.56, V57, V58).
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Figure V.56 : Variation du module de conservation G’ en fonction des ratios pour le pH 3
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Figure V.57 : Variation du module de conservation G’ en fonction des ratios pour le pH 3.5
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Figure V.58 : Variation du module de conservation G’ en fonction des ratios pour le pH4

Les courbes représentées montrent clairement que les valeurs maximales du module de
conservation G ' sont obtenues pour les ratios 3/1 et 4/1 a pH 3 et 3.5 et Le ratio 4/1 a pH 4.
Dans ces conditions les interactions é€lectrostatiques entre la gélatine et I’alginate, sont tres
importantes conduisant a un gel rigide qui est le coacervat.

Pour les ratios 2/1 et 1/1 on note que les valeurs maximales de G’ sont obtenues pour des pH
plus acide pH 2.5 et 2 respectivement et que pour ces pH le G’ est beaucoup moins important
que celui des ratios 3/1 et 4/1.Ceci peut étre expliqué par I’hydrolyse de 1’alginate a ce pH, ce
qui va engendrer un affaiblissement des interactions électrolytiques entre la gélatine et
I’alginate.

Des travaux similaires étudiant les mélanges protéines/polysaccharides ont démontré une
modification significative des propriétés viscoélastiques en fonction du pH, notamment ceux
confirmant que les interactions électrostatiques au niveau moléculaires induisent des
changements des propriétés rhéologiques en générale et viscoélastiques en particulier avec des
valeurs de modules de conservation G’ supérieures, due essentiellement a la complexation
entre la protéine et le polysaccharide. [219]. D’autre part les travaux de Weinbreck &
Wientjes .2004, [220] rapportent que les coacervats (phase concentrée de protéines et de

polysaccharides complexés) de protéines de lactosérum-gomme arabique, produits au pH
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optimum de complexation (pH 4,0), démontrent une augmentation des parametres

rhéologiques viscoélastiques, de 45 fois comparativement au méme systéeme mixte a pH 7,0.

e Analyse sous écoulement en dehors du régime linéaire ou Test d’écoulement
La courbe d’écoulement d’un essai type (ratio 3/1 et pH 6) est presentée sur la figure V.59.
Ces solutions enregistrent deux types de comportement, le premier newtonien enregistré a
faible cisaillement et & fort cisaillement et un comportement rhéofluidifiant, a cisaillement

intermédiaire, ce qui traduit le comportement structural des deux biopolymeres.
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Figure V.59 : Courbe d’écoulement d’un essai type ratio 3/1 pH 6

A faible vitesse de cisaillement les liaisons physiques résistent a 1’écoulement. Au fur et a
mesure que la vitesse augmente, le cisaillement provoque des phénoménes de rupture des
liens physiques entres les macromolécules qui subissent une déstructuration partielle qui
dépend de P’intensit¢é du cisaillement et qui se manifeste par leur dispersion. Lorsque le
cisaillement est trés fort, les macromolécules sont completement dispersées et orientées

suivant I’écoulement et leur résistance devient constante ainsi que la viscosité.
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Beaucoup de modeles rhéologiques expriment la relation entre la viscosité apparente et la
vitesse de cisaillement. Parmi les modeles qui décrivent le comportement structural associé a

nos solutions, nous avons opté pour le modéle de carreau dont I’écriture est :

mo-1. (L+(Kp)*)"

n-n, _ 1
fY_

Ou
1 est la viscosité apparente (Pa.s),
yest la vitesse de cisaillement (s™),
1o est la viscosité a faible vitesse de cisaillement (au repos) (Pa.s),

i oo est la viscosité estimée a vitesse de cisaillement infinie(Pa.s) ,
k est une constante caractéristique relative au temps de relaxation du polymeére en solution,

p est un indice de structure.

Le modéle de Carreau nous a permis de décrire le comportement structural des mélanges avec
un coefficient de corrélation élevé se rapprochant de 1 (R? = 0.99).

Les Figures V.60 V61, ci-aprés, montrent des courbes typiques d’écoulement des essais
réalisés. Elles expriment la variation de la viscosité apparente et la contrainte en fonction de la
vitesse de cisaillement. Son ajustement par le modele structural de Carreau semble bien
expliquer les deux régions newtoniennes et le comportement intermédiaire rhéofluidifiant
pseudoplastique et ce pour I’ensemble des ratios réalisés R1/1 R2/1 R3/1 R4/1 et a différents
pH. Les paramétres caractéristiques du modéle de Carreau pour les différents ratios et pH sont
renseignés dans les tableaux XVI, XVII, XVIII, XIX.

173



1000

B Viscosité Essai R3/1 (Pa.S)
—— Modele de Carreau
100 A
w
©
o
2 10
7
o
o
2
>
1 .
[ ]
0’1 1 1 1 1 1 1
0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000 10000

Vitesse de cisaillement(1l/s)
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Tableau XVI : Parameétres du modéle de Carreau caractéristique du comportement visqueux

des mélanges protéine-polysaccharide pour le ratio R 1/1 & différent pH

Parametres rhéologiques du modele de carreau

pH 1o (Pa.s) N (Pa.s) K R®

6 64.42 0.59 30.74 0.99

5 32.21 0.13 103 0.99
4.5 30.5 0.19 106 0.98

4 49.8 0.23 103 0.98
3.5 58.15 0.14 101 0.97

3 35.41 0.68 123 0.99

2.5 221 0.52 471 0.99

2 290 0.09 338 0.96

Tableau XVII: Paramétres du modéle de Carreau caractéristique du comportement visqueux

des mélanges protéine-polysaccharide pour le ratio R 2/1 a différent pH

Parametres rhéologiques du modele de carreau
1o (Pa.s) noo (Pa.s) K R’
pH

6 624 0.09 208 0.99
5 32.64 0.03 143 0.99
4.5 8017 0.017 298 0.99
4 3445 0.63 312 0.98
3.5 4300 0.143 104 0.99
3 6200 0.068 403.6 0.99
2.5 24600 0.022 374 0.99
2 20300 0.09 382 0.97
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Tableau XVII1: Parametres du modeéle de Carreau caractéristiqgue du comportement visqueux

des mélanges protéine-polysaccharide pour le ratio R 3/1 a différent pH

Parametres rhéologiques du modele de carreau

pH 0o (Pa.s) neo (Pa.s) K R’
7 286.5 0.07 55 0.99
6 639.35 0.09 50.94 0.99
5 142.21 0.03 143 0.99
45 35599 0.017 496 0.98
4 149758 0.63 363 0.98
3.5 402220 0.143 571 0.98
3 397262 0.068 553 0.99
2.5 34170 ](/).022 451 0.98
2 32737 0.09 102 0.98

Tableau XIX: Paramétres du modele de Carreau caractéristique du comportement visqueux

des mélanges protéine-polysaccharide pour le ratio R 4/1 a différent pH

Parameétres rhéologiques du modele de Carreau

pH 1o (Pa.s) N (Pa.s) K R?
7 919 0.07 59 0.99
6 122 0.09 52.94 0.99
5 320 0.03 207 0.99
4.5 122500 0.017 496 0.98
4 183670 0.63 633 0.98
3.5 274769 0.143 785 0.98
3 211200 0.068 998 0.99
2.5 45390 0.022 647 0.98
2 1547 10.09 272 0.99
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o Effet de pH et de ratio sur les paramétres du modele de Carreau

Nous constatons que les paramétres du modele de Carreau montrent une variabilité en
fonction du ratio et du pH. Les meilleurs parameétres rhéologiques sont obtenus pour le ratio
protéine polysaccharide 3/1 et 4/1. Par exemple le parametre de viscosité initiale 7o qui traduit
la rigidité du systéme au repos , enregistre des valeurs élevées pour le ratio 3/1 et 4/1 a pH
3.5 (402.220 et 274.769 Pa.s). Alors que pour les ratios 2/1 et 1/1 ce paramétre atteint des
valeurs plus faible et a pH plus bas 2 et 2.5 1l est a noter qu’a pH trés bas, 1’alginate de
sodium se transforme en acide alginique qui précipite en raison de sa faible solubilité et qui
serait incapable de former un complexe avec la gélatine[192].

Une augmentation de viscosité a été observée par Sanchez et al. [221] suite aux interactions
attractives dans un mélange xanthane-gomme guar—protéines de soya. Ces auteurs suggeérent
la formation d’un réseau et donc une augmentation de la taille des particules et la viscosité du
systeme.

La formation et la caractérisation des gels multicomposants font toujours 1’objet de
nombreuses études. L’ajout d’un polysaccharide a un gel de protéines produit soit un effet de
synergie ou un effet antagoniste sur les propriétés du gel résultant. Des effets antagonistes ont
premiérement été identifiés lorsqu’une séparation de phases ségrégative excessive limite
I’agrégation protéique ou plus spécifiquement la connexion inter-amas (inter-cluster)
d’agrégats de protéines [222, 223]. Ces effets sont aussi identifiés en présence d’interactions
attractives lors de la neutralisation des complexes formés (complexes insolubles)[224].

Les propriétés rhéologiques du coacervat ont été étudiées sur le systéme protéines du
lactosérum/gomme d’acacia par Weinbreck et al. [220]. Les effets des interactions
électrostatiques ont été observés en comparant la viscosité de mélanges de polymeres de
méme concentration a pH 7, ou il n’y a pas d’interactions, et a pH 4 ou on observe du
coacervat. Les résultats ont montré que le pH joue un réle majeur dans la viscosité du
coacervat et que le coacervat a pH 4 est trés visqueux comparé a la solution a pH 7. La
viscosité du coacervat peut étre directement reliée a la force des interactions électrostatiques.
[220]. Pour I’effet du ratio sur la complexation des deux biopolymeéres nous constatons des
parametres rhéologiques faible pour les ratios 2/1 et 1/1 en raison des faibles interactions
électrostatiques par insuffisance de concentration de protéine par rapport au polysaccharide,
ces résultats concordent avec ceux de la viscoélasticité ou nous avons démontré que les ratios
1/1 et 2/1 n’ont pas présenté des interactions remarquables pouvant conduire & un coacervat

de structure rigide.
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Les travaux N.Devi 2013 [194] ont eux aussi démontré par analyse de la turbidité et la
mesure de la viscosité relative, qu’a de faibles ratios gélatine /alginate , les interactions sont a
leur plus faible niveau et ne favorise pas la formation de coacervat les conditions optimales
ont été enregistré pour un ratio(Pr :Ps) de 3.5 /1 et a pH de 3.75

D’autre part, yang et al 2012 [214] ont démontré que plus la concentration en gélatine est
importante , elle nécessitera une charge moins positive donc un pH plus élevé pour une
meilleure formation de complexes électrostatiques, ce qui explique pour le ratio 4/1 le pH de

complexation est plus élevé que celui du ratio 3/1.

Pour le parametre de consistance K, Ceci représente I’inverse du la vitesse de cisaillement 1/y¢
c’est-a-dire la vitesse de cisaillement critique & partir de laquelle nous enregistrons un
¢coulement. Pour ce parameétre on constate que sa valeur est d’autant plus importante dans la
zone de pH ou la coacervation est maximale et ce pour les différents ratios.

Afin de comparer les parametres rhéologiques des deux ratios pour lesquels nous avons
constaté des résultats intéressants a savoir le ratio 3/1 et 4/1, nous avons présenté des
histogrammes de variation de la viscosité initiale de carreau 7, en fonction du pH (Figures
V62 et V63).

le+7

le+6 o

le+5 +

le+4

le+3 +

viscosité initiale 7,

le+2 +

le+l - T
ph7 PH6 PH5 PH45 PH4 PH35 PH3 PH25 PH2

Figure V.62:Variation de la viscositén, de Carreau du ratio R3/1 en fonction du pH
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FigV.63 :Variation de la viscosité initiale deCarreauny r4/1€n fonction du pH

L’observation des histogrammes donnant la variation de la viscosité initiale de carreau permet
de définir la zone de pH pour laquelle la viscosité enregistre des valeurs maximales, se situant
a 3.5 pour le ratio 3/1 et 4 pour le ratio 4/1 .En effet on remarque que la viscosité commence a
augmenter a partir d’un pH égale a 4.5, a ce niveau-la, les interactions commencent a avoir
lieu en raison de la protonation de la gélatine, mais elles atteignent leurs maximales au pH sus
indiqué c’est-a-dire 3.5 et 4 pour les ratios 3/1 et 4/1 respectivement . A pH plus bas nous
constatons une réduction progressive de la viscosité en raison de la diminution des

interactions dus a I’hydrolyse de 1’alginate en acide alginique

D’autre part, nous avons tracé la variation des viscosités en fonction de la vitesse de
cisaillement a differents pH et ce pour les ratios 3/1 et 4/1 (figure V.64 et V65). Ces figurent
confortent les résultats précédents et mettent en evidence des valeurs de viscosité plus
importantes enregistrées a pH 3, 3.5 et 4 pour le ratio 3/1 et a pH 3.5, 4 et 4.5 pour le ratio
4/1.
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Figure V.64 : Variation de la viscosité en fonction de la vitesse de cisaillement pour R3/1 &
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Figure V.65 : Variation de la viscosité en fonction de la vitesse de cisaillement pour R4/1 a
différents pH
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V.11.6. Caractérisation granulométrique du mélange gélatine/ alginate de sodium
L’analyse de la taille des particules par la technique de diffraction laser montre une large
variation du diametre moyen D32 en fonction du pH et du ratio gélatine /Alginate (Figure
V.66). Des agrégats micrométriques de 1’ordre de 40 um commencent a apparaitre pour le
ratio gélatine / alginate R4/1 a partir d’un pH égale a 4.5, alors que pour les autres ratios ces
agrégats sont plus petits a cette valeur de pH. Des tailles maximales d’agrégats sont
visualisées a pH 3,5 pour les ratios 3/1 et 4/1 et a des pH plus bas 2.5 et 2 pour les ratios 2/1 et
1/1.

Ceci s’explique par les interactions ¢lectrostatiques attractives ayant lieu entre les
groupements amines de la gélatine et les groupements carboxyliques de 1’alginate ce qui a été
expliqué par les travaux de P.R. Sarika et al [224], ayant étudié le complexe formé par la

gélatine cationisée et un polysaccharide similaire la gomme arabique.
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Figure V.66 : Variation du diamétre moyen en fonction du pH et a différents ratio

Les travaux de P.R. Sarika [192], sur le complexe Pectine—gélatine et alginate—gélatine ont
obtenu des tailles granulométriques proches entre 94,6 et 82,3um pour des microcapsules non
chargées en principe actifs (indométacine et diclofenac) et de 1’ordre del120,94 et 110,64 um

pour des microparticules chargées en PA .
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V.111. Préparation des microcapsules par le procédé de coacervation complexe

Dans cette partie d’étude, nous rapportons la préparation des microcapsules par la technique
de coacervation complexe de la gélatine avec 1’alginate de sodium enrobées par un troisieme
polymére le chitosane, pour une administration prolongée d’un médicament antihypertenseur
I’ Acébutolol, par le procédé d’émulsification et réticulation par le formaldéhyde.

Le procédé de coacervation complexe fait appel au complexe de polyélectrolytes pouvant
résulter d’'un mélange de charge opposée de polyélectrolytes en solution aqueuse. En effet
I'interaction électrostatique est une force motrice pour former un complexe entre le
polycation et le polyanion. La formation du complexe polyélectrolyte dépendant de nombreux
facteurs, notamment la masse moléculaire, la concentration en polymere, le rapport des deux
polyélectrolytes en interaction, la force ionique et le pH de la solution et la température. Les
conditions optimales pour la formation du coacervat (alginate de sodium / gélatine = 1/ 3 et
1/4 pH = 3,5 et 4) ont été évaluées et déduites a partir de la deuxiéme partie d’étude a savoir
I’étude des mélanges binaires protéines/ polysaccharides, en determinant la turbidité et la
viscosité de carreau 7, le potentiel zéta ( a différents rapports de l'alginate de sodium a la
gélatine et a différents pH.

Les microcapsules obtenues sont caractérisees par différentes techniques tel que la
microscopie optique et le MEB, la spectroscopie a Infrarouge. Sur le plan libération de PA,
une cinétique de dissolution a été réalisé en milieu tampon phosphate pH 6.8 afin d’évaluer

les vitesses et les mécanismes de libération mis en jeu.

V.111.1 Le rendement et taux d’encapsulation
Le rendement et le taux d’encapsulation ont été calcules par les formules décrites en matériels

et méthodes et sont présentés dans le tableau XXII1 (page 196).

V.111.2. Aspect au microscope optique et Microscope électronique a balayage (MEB) des
essais

a. Caractérisation par microscopie optique

Les particules formees lors de notre étude ont subi une caractérisation microscopigque avec un

grossissement (G : X 10). Les résultats sont présentes sur le tableau XX.
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Tableau XX : Aspect microscopique des microparticules obtenues (G :X10)

Essai N12

Essai N17
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Les photos microscopiques mettent en évidence la Présence de microparticules sous forme
Sphérique, de couleur blanchétre et lisse, et de taille relativement différentes ; La taille des
microparticules est d’autant plus réguliére et augmente avec la concentration globale en
polymere et aussi le ratio.

b. Caractérisation par microscopie électronique a balayage (MEB)

Afin de déterminer la morphologie (la forme et la taille) des particules formées lors de notre
étude, nous avons realisé une caractérisation par microscopie électronique a balayage (MEB).
Les résultats obtenus sont présentés sur le tableau XXI. L’analyse MEB permet de visualiser
la morphologie des microcapsules et la taille de celles-ci. Ces derniéres sont sphériques avec

une surface lisse pour I’ensemble des essais préparés.

Tableau XXI : Aspect microscopique MEB des microparticules obtenues

S i E_ N S -
HV det {mag O WD spot 100 um HV det i/mag O WD |spot| vacMode HFW
20.00 kV|LFD| 800x /|99 mm| 3.0 |L U 3 FUNDAPL 20.00 kV|LFD  200x |9.5mm| 3.0 | Lowvacuum 1.49 mm

Essai 7 Essai 9
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A £ =
det ([mag O| WD |spot

et
VI LFD

Essai 16

420 x

130 x

LR
mag O WD |spot

200 x

9.9 mm | 3.0 [Low vacuum | 710 ym

VacMode HFW—}—
|99 mm| 3.0 [ Lowvacuum [2.30 mm|

vacMode
9.9 mm 3.0  Lowvacuum

>

200 pm
FUNDAPL

— 500 P —

FUNDAPL

det |mag O

200 x 1 9.5 mm | 3.0 |Lowvacuum [1.43 mm FUNDAPL

det mag D‘» WD |[spot| vacMode HFW
VILFD 1600x[9.8mm| 3.0 | Lowvacuum 186 um

Essai 17

vacMode
9.8 mm 3.0 | Low vacuum | 373 um

det [mag O WD [spot

LFD | 800 x

Essai 15
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V.111.3. Cinétique de dissolution avec modélisation

La caractérisation des cinétiques de dissolution des différents essais a pH 6.8 (milieu
intestinale simulé) a révéle un profil de libération de type libération prolongé (figure
V.69)

Sur ce profile il apparait clairement que la quantité de PA libérée, évolue sur une échelle
de temps et s’acheve au bout de 8 heures. L’allure de la courbe est en forme d’hyperbole,

ce qui laisse supposer un type de libération exponentiel et non pas linéaire.

PROFIL DE DISSOLUTION D'UN ESSAI TYPE N°5

90

30 y = 20,698In(x) - 50,103
R? = 0,9694
70 ,

60
50
40
30

20 /
10

0 100 200 300 400 500 600
TEMPS EN MN

POURCENTAGE DE PA DISSOUT

Figure V.67 : Profil de dissolution d’un essai type de microencapsulation par

coacervation (N°5)

Afin d’¢lucider les mécanismes de libération du PA Acébutolol a partir des microcapsules
formulées, nous allons procéder a 1’ajustement mathématique par des modeles mathématiques
de dissolution rapportés par la littérature.

Il existe un nombre non négligeable de modeles décrivant les cinétiques de libération d’un
principe actif a partir de sa forme pharmaceutique. En effet les changements qualitatifs et
quantitatifs dans une formulation peuvent altérer la libération in-vivo d’un principe actif et le
développement d’outils mathématiques performant qui facilitent et réduisent les bio-études
sont toujours désirés. A cet égard I’utilisation de technique in vitro pour prédire la bio-
performance in-vivo peut étre considérée comme une approche rationnelle dans le

développement des formulations a libération prolongées [197,226].
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En ce qui concerne notre étude plusieurs modéles de cinétique de dissolution ont été emprunté

pour tenter d’expliquer les phénomenes et mécanismes de libération mis en jeu dont

Le modéle d’ordre zéro :

Qt = Q + kt.

Ce modele definit un processus de libération constante du principe actif a partir de sa forme

médicamenteuse ce qui traduit une vitesse constante tout au long de la durée de livraison du

PA.

Ou Q¢ est la quantité de principe actif libérée, Qo est la quantité initiale de principe actif

libérée et !{ est la constante d’ordre zéro.

Le mod¢ele d’ordre 1 Ce modele a été utilisé pour décrire I’absorption et ou
I’élimination de certains médicaments il décrit la dissolution de PA
pharmaceutique a partir de forme a libération prolongée contenant un actif soluble

et une matrice poreuse.

Le modele d’Higuchi (simplifié) :

Qt = Kh x t'/?

I1 fut le premier modéle mathématique décrivant la libération d’un principe actif a

partir d’une matrice il a été proposé initialement par Higuchi en 1961 congu pour les

systemes plans ensuite il a été étendu aux différents systeme géométrique et poreux,il

est s’applique a plusieurs formes pharmaceutiques a libération modifiée comme les

systemes transdermiques et les matrice a principe actif soluble .

Ou Qq est la quantité de principe actif libérée, et K, est la constante de Higuchi

Le modele de Krosmeyer Peppas et al 1983 ont déduit une relation simple qui
décrit la libération de médicament a partir d’un polymére ou il fait intégrer les
données de 60% de libération de PA. Dans ce modele la valeur de n caractérise le
mécanisme de libération du medicament, lorsque n est inférieur a 0.45 il
correspond a un mécanisme de diffusion fickienne , lorsque n est compris entre

0.45 et 0.89 le transport suit un mécanisme de diffusion non fickienne , lorsque n
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est égale a 0.89 les transport est relaxant ou case Il , lorsque n est supérieur a 0.89
les transport est dit super case II.

ot _ n
o Qo—Kkpxt

- Qt/QO0 : pourcentage du PA dissout /quantité initiale
- Ky : constante de vitesse krossmeyer Peppas
- n:exposant traduisant le mécanisme de dissolution

Aprés modélisation mathématique par les modeles cités dessus, moyennant le logiciel
« STATISTICA» selon une estimation non linéaire basé sur une méthode de déplacement de
la structure de HOOKE- JEEVES , nous avons obtenus les résultats en terme de coefficient
de détermination (R?) présentés dans le tableau XXII ainsi que les profils ajustés par ces
modeles (Figure V.70,71,72,73,74) et ce pour un essai type N°1(les autres essais figurent en
annexe).

Les modeles mathématiques les plus représentatifs sont les modéles de Weibull et celui de
Krossmeyer peppas avec un coefficient (R?) le plus proche de 1.

Tableau XXII : Coefficients de détermination R, et paramétres des modeles de dissolutions

Le modele Coefficient de détermination Parametres
R? caractéristiques des
modéles
Modeéle d’ordre zéro 0.91 Ko=0.185
Modele d’ordre un 0.88 K:=14
Modele de Higuchi 0.90 Kn=2.97
Modele de Weibull 0.96 a=0.24,
b=0.1
Modele de Cross Meyer 0.99 Kip=1.6
Peppas n=0.64
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Figure V.69 : Cinétique de dissolution d’un essai type n’1 ajusté par un modele d’ordre 1
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Figure V.71 : Cinétique de dissolution d’un essai type n1 ajusté par un modéle de Higuchi
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Figure V.72 : Cinétique de dissolution d’un essai type N° 1 ajusté par le modele de
Weibull

V.111.4. Comportement viscoélastique des mélanges de polymeres

La Figure (figure V.73) illustre I’évolution des deux modules de conservation et de perte ,G’
et G”, en fonction de la déformation, d’un des essais du mélange polymérique alginate de
sodium et gélatine, du plan d’expériences. Dans le domaine ou le gel se comporte comme un
corps visco-élastique linéaire (LVE), auquel cas G’ et G” sont insensibles a la déformation
(constants), on remarque que G’ > G". Donc, les gels exhibent le comportement d’un solide
viscoélastique. En dehors du domaine du LVE, G’ commence a diminuer pour intercepter G”
au point gel (G'= G"). Au-dela de ce point, G” devient supérieur a G', ce qui a pour
conséquence une inversion du comportement rhéologique d’un solide viscoélastique a un
liquide viscoélastique non linaire avec un caractére plastique. Dans ce cas de figure, les

déformations importantes ne sont plus récupérables totalement.
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V.11.5 Caractérisation par spectroscopie a infrarouge des microcapsules

Les spectres infrarouges de 1’alginate, de la gélatine et du principe actif sont présentés dans
les figures V.10, V.11 et V.12 (page 133 et 134). Par rapport a ces spectres le spectre du
coacervat de gélatine et d’alginate présente des caractéristiques similaires, il varie uniquement

en intensité en raison de la concentration des composés utilisés dans les formulations

Dans le spectre de ’alginate nous avons identifié une bande a une valeur de longueur d’onde
de 1610 cm-1 qui indique le groupement C=0. Dans le spectre de la gélatine il est possible

d’observer une bande caractéristique du groupe amide a la longueur d’onde de1545 cm-1.

Les pics caractéristiques du principe actif sont retrouvés dans le spectre ce qui indique la

présence du principe actif.

Selon Saravanan et Rao [192] et Santos et al [227], lors d’une coacervation complexe les
groupes carboxyle dans le polysaccharide et les groupes amine de la protéine interagissent,
formant un groupement amide qui apparait a une longueur d’onde environ de 1650 cm-1, qui

est observée dans la figure (Fig :V.74)

Devi et al [194] eux aussi ont observé la présence du groupement amide dans les
microcapsules chargées en acide ascorbique obtenues par coacrevation complexe de gélatine

et I’alginate de sodium.
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V.111.6. Modélisation en surface de réponses
La modélisation en surface de réponses consiste en fait a calculer les coefficients des
différents polynomes de réponses par la méthode PLS (Partial Least Square), en s’appuyant
sur les resultats des différentes analyses effectuées sur les essais, qui sont les parameétres du
modele de dissolution ; les paramétres du test de viscoélasticité ainsi que les rendements et les
taux d’encapsulation. Sur le Tableau XXI11 sont consignées les valeurs de ces réponses en
fonction du numéro des essais de la matrice d’expériences.
En termes de résultats de dissolution nous avons retenu les parametres du modele de
Krossmeyer Peappas a savoir :
- La constante de vitesse Ky, qui traduit la vitesse de libération du PA a partir de la
matrice plus celle-ci augmente plus la libération est rapide et inversement.
- L’exposant n qui traduit le mécanisme de libération (libération fickienne lorsque il
est compris entre( et 0.45 et libération non fickienne lorsqu’il est compris entre 0,45
et 0,89)
Pour ce qui est de la caractérisation rhéologique, nous avons retenu les paramétres de

viscoélasticité G’ et G".
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Tableau XXIII : Valeurs des réponses retenues des essais de la matrice d’expérience

N° Parameétres du modéle de Parametres du test de
D’exp | dissolution de Krossmeyer viscoélasticite
Peppas Rendement Taux
d’encapsulation
Constante | Exposant | R? Module de | Module % %

de vitesse n conservation | de perte

K G' (Pa) G'"(Pa)
Fsal | 9,03 039 |2 1,53 0289 | 2152 32,89
fsall 902 | o038 || 104 | 0260 | 2857 28,8
Esssai 5,02 047 0,98 4500 721 325 60,01
Essai | 546 057 | 098 3500 689 52,03 58,3
Bl 775 | ooz |0 1m 0539 | 26,8 30,42
Bl | g7 030 | 99| 136 426 | 2791 34,6
fsal | a7 | oas | 0% ass0 532 | 3356 55,8
feal 16 | o4 | 2P 4010 669 | 4832 64,8
Es;ai 4.92 0,48 0,99 5840 922 59,4 62,9
sai | 07 06 | 09 9700 817 49,5 57,3
Beal 742 | oas | 0 122 352 | 408 374
Essai | 199 06 | 098 3850 765 51,05 57,8
Bai | 288 | os6 | 0% | 204 349 | 5156 60,4
Bl 20 | oss | 0P| 2s 289 | 3927 59,2
Essai 9 0,62 0,99 6798 888 46 61,2

15

Bl | 1,00 063 | 999 | 6440 6347 | 48,67 58,5
Esis;ai 225 0,61 0,99 7920 732 54,64 59,89

195




Afin d’¢évaluer la qualité des modeles de RSM au sens statistique, nous présentons le
pourcentage des cinq indicateurs de qualité, a savoir le coefficient de prédiction Q,, le
coefficient de détermination R; ,la validité du modele (Model Validity) et la reproductibilité.
Il apparait clairement que la qualité du modele RSM des paramétres de réponses retenus, sont
satisfaisant pour toutes les réponses a I’exception du modele de validité pour la constante de

vitesse, ce qui témoignent de la bonne qualité descriptive des modeéles.

Imestgadon: matice miro 10 PLS, comp.=4) = i
SummaryofF Q@
1 ot vl

= Reproduchity

10 ] — —
080
060
04

02

00
CONSTANTEV DE ITESSE BPON module de cons module de pere Rend Tax denca

I=17 Cond. no.=4,1411
DF=T {-niss=0

Figure V.75 Histogramme illustrant les indicateurs de qualité au sens statistique des réponses
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++ Les contours iso-réponses
On peut schematiser les contours iso- réponses en fonction de la variation simultanée des
facteurs a savoir la concentration du polymeére et le ratio en maintenant le troisieme facteur la

concentration du chitosane a sa valeur médiane.
a. La constante de vitesse Kkp

Nous représentons dans la figure V.76, le contour iso-constante de vitesse en fonction de
la variation simultanée de deux facteurs le ratio Gélatine/Alginate et la concentration
totale en polymere en fixant le troisieme facteur concentration en chitosane a sa valeur

médiane.

CONSTANTEVY DE VITESSE

RATIO

1.5—\‘66 .
N g 2
0T
10— |~ L1535 ==0758

1.0 1.5 2.0 2.5 30 A5 40
CONCENTRATION POLY

Figure V.76 : Contours iso-K, en fonction de la variation simultanée des deux facteurs
Conpoly et Ratio Gél/Alg

A partir de cette figure V.76, On distingue clairement que le ratio Gélatine /Alginate
gouverne la variation de la constante de vitesse Ky,. Plus le ratio est important plus la
constante de vitesse diminue et donc la libération de PA a partir des microcapsules est
ralentie, alors que pour des concentration importante en polymére avec de faible ratio, la
vitesse de libération augmente ;Ceci nous ameéne a déduire que la diminution de la vitesse de
libération nécessite une action conjuguée d’un ratio important et une concentration en

polymere importante .
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En effet a pH 3.5 (condition de I’expérimentation) la gélatine posséde une charge positive
nette aprés fixation d’ions H+ [192], et serait favorable a une interaction électrostatique avec
I’alginate de sodium et plus la quantité en gélatine est importante plus les interactions sont
considérables et le réseau formé est plus rigide et compacte favorable a une libération de plus

en plus ralentie.

Afin d’étudier I’effet de concentration du chitosane sur la vitesse de libération du PA, Nous
avons présenté les contours iso-constante de vitesse Krossmeyer Peppas a faible et a haute

concentration en chitosane (figure V.77 et figure V.78)

A partir de ces figures on peut remarquer qu’a de forte concentration de chitosane le gradient
de vitesse atteint des valeurs plus réduite (1.36) comparé a celui enregistré pour une faible
concentration de chitosane (2.63) ceci explique la contribution importante du chitosane dans
le ralentissement de la libération du PA. Ceci peut étre expliqué par I’interaction du chitosane
avec ’alginate et la gélatine constituant une enveloppe externe capable de ralentir et controler
la libération du PA. En effet les groupes ammonium du chitosane et les groupes carboxylate
de I’alginate interagissent ioniquement pour former un complexe de nature polyélectrolytique,
ce qui va réduire la porosité des gels formés et réduit par conséquent la diffusion des

médicaments encapsulés [228].

CONSTANTEV DE VITESSE

4.0
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Figure V.77Contours iso-Ky, en fonction de la variation simultanée des deux facteurs Conpgly
et Ratio Gél/Alg a faible concentration de chitosane
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CONSTANTEV DEVITESSE
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CONCENTRATION POLY

Figure V.78Contours iso-Ky, en fonction de la variation simultanée des deux facteurs Conpgly
et Ratio Gél/Alg a forte concentration de chitosane

b. L’exposant n du modéle de dissolution krossmeyer Peppas

EXPON
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Figure V .79 Contours iso-Exp n en fonction de la variation simultanée des deux facteurs
Conpoly et Ratio Gél/Alg
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Nous enregistrant les mémes constatations émises plus haut, pour 1’exposant n du modele de
dissolution Krossmeyer Peppas. Il apparait clairement que sa valeur augmente avec
I’accroissent du ratio mais en générale reste dans I’intervalle a 0.45 0.89 ou le mécanisme de
libération est non fickien. Ceci nous amene a dire que la diffusion n’est pas le seul mécanisme
qui régit la libération du PA. Par consequent et en raison de la nature biopolymerique de la
matrice qui peut subir une érosion en fonction du temps nous pouvons déduire que la
libération du PA a partir des microcapsules est régit par deux mécanismes concomitant : la
diffusion fickienne selon le gradient de concentration du PA et la bioérosion suite au
gonflement des chaines macromoléculaires des polymeres dans le milieu de dissolution.

C. Module de conservation G’

module de cons

RATIO

[ ]
1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
CONCENTRATION POLY

Figure V .80 Contours iso-G’ en fonction de la variation simultanée des deux facteurs
Conpoly et Ratio Gél/Alg

En ce qui concerne le module de conservation G’, il enregistre une augmentation quasiment
verticale dans le sens de I’augmentation du ratio, a condition que la concentration totale en
polymere dépasse 2%. Ceci explique que le parametre ratio présente une grande influence sur
la force du gel obtenu et donc par conséquence la rigidité du réseau formé par I’interaction de
la gélatine et 1’alginate de sodium, comme nous ’avons démontré dans la partie étude des

mélanges gélatine alginate de sodium.
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d. Taux d’encapsulation

Taux denca

RATIO

1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
CONCENTRATION POLY

Figure V .81 Contours iso-Taux d’encapsulation en fonction de la variation simultanée des
deux facteurs Congly et Ratio Gel/Alg

Dans la figure V.81 qui représente les contours iso-taux d’encapsulation en fonction de la
variation de la concentration en polymere et ratio, il est a signaler que le taux d’encapsulation
dépend en grande partie du ratio gélatine /alginate de sodium puisque sa valeur augmente
avec celle du ratio. Pour un ratio élevé le réseau formé devient de plus en plus rigide et
compacte avec un degré de réticulation important réduisant ainsi la taille des pores constituant
I’espace inter et intra-moléculaire des chaines polymériques et donc permettra d’emprisonner
plus facilement le PA.

E. Rendement d’encapsulation

Rend

4.0—'

354

3.0

2,5
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CONCENTRATION POLY

Figure V .82 Contours iso-Rend en fonction de la variation simultanée des deux facteurs
Conpoly et Ratio Gél/Alg
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En ce qui concerne le rendement d’encapsulation celui —ci semble étre influencé par les deux
facteurs a la fois, a savoir le ratio et la concentration en polymere. Ceci pourrai étre expliqué
par la formation d’un complexe gélatine alginate de sodium, moins réticulé apte a former des
microcapsules pour des ratios faibles mais de réticulation insuffisante pour emprisonner le
PA.

Une augmentation du degré de coacervation a été observée par Mc Mullen et al (1982) [229]
et Geok-Lay Koh et al [230], avec I’augmentation de la concentration totale en polymere pour
le systéme pectine-gélatine, expliqué par un effet de masse.

®,

* Etude de I’effet des facteurs sur les réponses

o Coefficients des termes des différents modeles de surfaces de réponses

Les valeurs des coefficients et leurs modeéles respectifs sont représentés dans le tableau
(XXIV).

Tableau XXIV : Coefficients des termes des différents modeles de surface de réponses

Coefficient Cde | Exposant | Module de | Rendement Taux
duterme | vitesse n conservation % d’encapsulation
K G' (Pa)

Cte 2.28 0.59 6636 53.36 60.30
C poly -0.62 0.02 476 0.185 0.19
Ratio -2.05 0.05 2109 7.99 10.62
C. chit -0.20 0.009 87.74 1.31 0.05
Cooly*C poly 0.57 -0.02 -238.40 -2.19 -0.40
Ratio*Ratio 1.45 -0.03 - 2437 -6.22 -7.69
C.chit*C.chit 0.34 -0.01 188.87 -5.58 -0.96
Cooly*Ratio -0.51 0.02 232.49 4.27 0.47
Cooly™ C.chit -0.01 -0.002 -129.08 1.59 0.64
Ratio* C.pit - 0.002 0.001 -1.45 2.86 -0.55
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Au regard des valeurs de ces coefficients, qui, traduisent I’effet du terme associé, nous
remarquons qu’elles ne sont pas du méme ordre de grandeur et ce en raison de la valeur de
chaque réponse. Aussi, pour bien illustrer la contribution de chaque terme par son degré
d’effet, nous représentons les graphes associés a chaque réponse dans les figures (Fig. V.83,
V.84, V.85, V.86, V.87)

Investigation: matrice micro 10 (PLS, comp.=5)
Scaled & Centered Coefficients for CONSTANTEV DE VITESSE

CON
RAT

CHI
CON*CON
RAT* RAT
CHIPCHI
CON*RAT
CON*CHI

H=17 R2=0,383 B2 Adj.=0,582
DF=7 Qz=0,778 RSD=0,5447 Conf. lev.=0,35

Figure V.83: Représentation de la contribution de chaque terme des modeles de surface de
réponse pour la réponse constante de vitesse K.
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Investigation: matrice micro 10 (PLS, comp.=5)
Effects for EXFON

0.2

0.20

=4 z s z = = z -
E : 3 g 3 3 5 3
E B z H B z
3 5 g B E H
H=17 RZ=0, 343 RZ Rdj.=0,883
DF=7 Qz=0, 643 RSD=0,0320 Conf. lev.=0,55

Figure V.84: Représentation de la contribution de chaque terme des modéles de surface de
réponse pour la réponse de I’exposant n.

Investigation: matrice micro 10 (PLS, comp.=5)
Scaled & Centered Coeflicients for module de cons

z Py = z 3 = Py = =
z 5 z H E z H z 3
= B z = z E
5 : : : 5
w=17 R2=0,965 72 adj.=0,913
bE=7 G2=0,765 RSD=A58, 8917 Conf. lev.=0,95

Figure V.85: Représentation de la contribution de chaque terme des modéles de surface de
réponse pour la réponse module de conservation G'.
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Investigation: matrice micro 10 (PLS, comp.=5)
Scaled & Centered Coefficients for Rend

= . - - - - - _ -
2 S 5 g H 5 z z 3
7 T = = 5
H H 5 g g E
H=17 n2=0, 854 02 Adj.=0, 667
DF=7 Q2=0,441 DSD=8, 6844 Conf. lev.=0,35

Figure V.86: Représentation de la contribution de chaque terme des modeles de surface de
réponse pour le rendement.

Investigation: matrice micro 10 (PLS, comp.=5)
Scaled & Centered Coefiicients for Taux d'enca

z = T z -3 = [ z z
3 E E 3 g 5 H 5 z
£ : £ H £
§ H o S 2 H
N=17 RZ=0,371 RZ Rdj.=0,33¢
DF=7 Q2=0,74¢ RSD=3,3217 Conf. lev.=0,395

Figure V.87: Représentation de la contribution de chaque terme des modéles de surface de
réponse pour la réponse taux d’encapsulation
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Il apparait ainsi :

e Pour la constante de vitesse K, les deux facteurs : ratio Pr/Ps et concentration en
polymeres sont les plus influengant et leur effet est négatif c'est-a-dire plus ces
facteurs augmentent en valeur plus la constante de vitesse est réduite et donc la
libération du principe actif est ralentie .La méme constatation est faite pour le facteur
concentration en chitosan. Par ailleurs, leur interaction est synergique mais ne présente

pas d’autant d’importance.

e Pour G' : les deux facteurs ont une contribution positive sur la rigidité du gel mais c’est
celle du ratio qui prédomine. Leur effet est positif et leur interaction, moins importante, est

synergique

e Pour le taux d’encapsulation et le rendement c’est le ratio Pr/Ps qui a I’effet positif

le plus important dépassant largement ceux des autres facteurs et leurs interactions

Au vu de toutes ces constatations, nous concluons que les facteurs les plus influant sur les
réponses étudiées sont la concentration en polymére et le ratio entre la gélatine et I’alginate de
sodium ; En effet dans ces conditions la gélification des polyméres exprimé par le module de
conservation G’ , est favorisé par une interaction de type électrostatique en raison du caractere
anionique de I’alginate et cationique de la gélatine ce qui va former un réseau réticulé et
enchevétre, capable de retenir les molécule du PA et rendre ainsi sa libération prolongée dans

le temps.
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Conclusion
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Conclusion générale

La recherche dans le domaine des systémes pharmaceutiques a libération prolongée et
contr6lée, est en plein essor et les systemes qui seront développés dans le futur répondront de
plus en plus a la demande d’une libération constante de principe actif sur de longues périodes
de temps, pour un traitement prolongé chez les patients atteints de maladies chroniques.
L’objectif de cette thése a été d’élaborer des microcapsules a base de biopolymeres de type
protéine - polysaccharides en vue d’une libération prolongée d’un principe actif anti-hyper
tenseur : I'Acébutolol.

La technique utilisée est la microencapsulation, qui est une méthode en pleine effervescence,
et offre des solutions technologiques et industrielles, lorsqu’on a pour objectif de protéger le
principe actif, améliorer sa présentation et surtout maitriser son profil de libération. Cette
technique a la particularité de donner la possibilité d’innover dans le procédé d'obtention des
microencapsules, par les propriétés qu’ont les biopolymeéres a interagir entre eux, sous
certaines conditions, afin de concevoir des systemes thérapeutiques répondant aux attentes des
galénistes en matiere de développement pharmaceutique des formes a libération prolongée.

Pour atteindre notre objectif nous avons étudié deux types de procédés de microencapsulation,
qui utilisent les mémes matériaux polymériques a savoir une protéine qui est la gélatine et des
polysaccharides comme 1’alginate de sodium et le chitosane, mais avec des mécanismes
réactionnels mis en jeu, completement différents. Il s’agit en effet du procédé de gélification
ionotropique par les ions calcium et la coacervation complexe.

Pour le premier procédé, ou nous avons associé l'alginate de sodium et la gélatine, la
complexation est obtenue par la fixation des cations divalents, le Ca®* sur l'alginate de
sodium pour former un réseau matriciel. Les microcapsules obtenues ont présenté une forme
arrondie et une taille comprise entre 300 a 1000um, la libération du principe actif est de type
prolonge étalé sur une durée allant de 4 a 6 heures. La vitesse de libération du PA a partir de
ce type de matrice étant gouverné par la concentration de l'alginate de sodium (gélifié par les
ions calcium), plus cette derniére est importante plus la libération est ralentie. Le mécanisme

de libération a été déduit a partir de la modélisation mathématique des cinétiques de
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dissolution moyennant le modele de Weibull, traduisant une libération par diffusion du PA

suite a une érosion de la matrice.

Le deuxiéme procéde étudié repose sur la coacervation complexe entre la gélatine et lI'alginate
de sodium, deux biopolymeres de charge opposée, pouvant interagir sous certaines conditions
pour former un complexe polymérique. Les conditions de coacervation ont été étudiée dans la
partie réservée aux mélanges binaires gélatine et alginate de sodium, dans laquelle une étude
de l'effet du ratio protéine/ polysaccharide (Rat Pr :Ps) et du pH, a été menée afin d'identifier
la nature des interactions ayant lieu entre les deux biopolymeéres afin de situer les conditions
optimales de formation du coacervat, et ce a travers l'exploitation des résultats de la
caractérisation rhéologique, électrocinétique (Potentiel zéta w, ) et granulométrique, des
mélanges .

En termes de caractérisations rhéologiques, les mélanges obtenus présentaient une viscosité
initiale de Carreau 1000 fois supérieur dans la zone ou on a observé la coacervation,
témoignant une forte interaction entre I'alginate et la gélatine. Cette interaction serait de type
électrostatique, faisant appel aux charges opposées des deux biopolymeres. Ces résultats
concordent avec ceux de la caractérisation granulométrique, ou nous avons observé une nette
augmentation du diamétre moyen (D4;), avec une diminution du potentiel électrocinétique
traduisant la neutralisation des charges.

Les résultats ont montré une meilleure coacervation pour des ratios importants de la gélatine
situés a 4/1 et 3/1 a des pH de 4, 3.5 et 3, qui sont en accord avec les travaux scientifiques

menés par des auteurs dans ce domaine.

A partir des résultats obtenus dans la partie consacrée a 1’étude des mélanges binaires , nous
avons réalisé un deuxieme groupe de formulation de microcapsules fondé sur le procédé de
coacervation complexe, entre la gélatine et l'alginate de sodium moyennant le procédé
d'émulsification suivi d'un enrobage par un autre polysaccharide qui est le chitosane.

Cette partie a été réalisée par la méthodologie de planification expérimentale moyennant le
logiciel MODDE 6, qui présente l'avantage d'avoir un maximum de réponses précises pour un
nombre réduit d'expériences.

La planification des essais a été exécutée suivant un plan d’expériences de type CCF qui avait

comme objectif une modélisation en surfaces de réponses (RSM).
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Les microcapsules obtenues étaient de taille plus réduites comparé au premier procédé, elles
étaient comprises entre 5 & 80um mais plus hétérogénes, selon les photos au microscope

électronique a balayage.

La modélisation des cinétiques de dissolution par le modéle de Krossmeyer Peppas a montré
une constante de vitesse de dissolution K, fortement dépendante de la concentration en
polymere et du ratio, plus ces deux facteurs augmentent plus la constante de vitesse décroit en
faveur d’une libération ralentie. Aussi, la concentration du chitosane présente un effet non
négligeable sur la vitesse de libération, plus sa concentration est importante plus la vitesse de
libération est faible expliquée par la complexation ayant lieu entre le chitosane et 1’alginate de
sodium contribuant ainsi a la modulation de la libération du principe actif.

Pour I’exposant n celui-ci est compris entre 0.45 et 0.80 ce qui traduit une libération obéissant
a un mécanisme fickien, puisqu’il résulte de I’action conjuguée de la diffusion du PA et
1’¢érosion ralentie de la matrice.

L’évaluation du comportement viscoélastique des gels constituant la matrice a révélé qu’ils
exhibaient un comportement d’un solide viscoélastique, caractérisé par le module de
conservation G” et le module de perte G'* lesquels parametres sont dépendants de la
concentration en polymeres et le ratio.

Ce travail de formulation de microcapsules biodégradables est loin d’étre achevé, il est donc
souhaitable de le compléter, en tentant de 1’approcher par d’autres techniques d’analyse, pour
évaluer avec précision les interactions qui ont produit la matrice polymérique et aussi de

tenter d’autres procédés.
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Annexes 1
MICROENCAPSULATION PAR GELIFICATION IONOTROPIQUE
A. VALIDATION ANALYTIQUES DE LA METHODE DE DISSOLUTION

+ Résultats de la validation analytique de la méthode de dosage
Validation analytique de la méthode de dosage

Les principales références de cette validation sont : le rapport de commission SFSTP pharma
et P'ICH et ’OMS. On a fait référence aux études faites par CRD. SAIDAL sur le générique
de Sectral 200mg et 400mg « CARDITAL », dont le principe actif est 1’Acébutolol pour la
validation analytique. La validation de cette méthode de dosage a été effectuée sur le principe
actif pour la vérification des critéres suivants : linéarité, fidélité, exactitude et stabilité. Et sur
les formulations de microcapsules pour le test de la spécificité.

1. La Spécificité

Fig A.1.Spectres UV du principe actif et des excipients

Au vue du spectre obtenu nous constatons, qu’aucune interférence n’est constatée a la
longueur d’onde 232nm qui est celle du principe actif. On peut conclure que les excipients
n’interférent pas avec la substance active (substance a analysée) ce qui confirme que cette
longueur d’onde est spécifique a 1’Acébutolol. Donc la méthode spectrophotométrie UV est
retenue pour le dosage du produit acébutolol dans les microcapsules.

2. La Linéarité Les résultats des DO obtenus a différentes concentrations de PA sont
représentés dans le tableau ci-apreés :
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Tableau A.l. : Tableau représentatif des réponses de la densité optique des différentes

solutions étalons de PA

Essai n° i) [ Concentration (mg/ml) Réponse DO
171 0.3330 0.339
21 0.3330 0.338
i 0.3330 0,337
Ya 0.3885 0.39
22 0.3885 0,391
32 0.3885 0.398
1/3 0.4440 0.453
2/3 0.4440 0.453
3 0.4440 0.457
1/4 0.4990 0.497
2/4 0.4990 0.517
34 0.4990 0.518
1/5 0.5530 0.569
2/5 0.5530 0.569
3/5 0.5530 0.57
1/6 0.6100 0,616
2/6 0.6100 0.622
36 0.6100 0.6380
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Figure A.2 : Représentation graphique de la linéarité

La linéarité de la méthode de dosage de 1I’Acébutolol est étudiée par une régression linéaire et
obtenue par la méthode des moindres carrés. Les réponses obtenues aux différentes concentrations
sont représentées ci-dessous :

Tableau A.2 : Tableau récapitulatif de la linéarité.

Pente (b) 1
Ordonnée i l'origine (a) -0,009867
Coefficient de régression (1':) 0,9965

Comparaison de l'ordonnée a l'origine avec 0

t caleuls t théorique 270 t thiorigue 190 Condition Conclusion

1.33 2,12 2,92 t<tg, Valide au risque3%o

Homogenéité des vanances

C aleuls C hicrique 370 C fhoniome 1% Condition Conclusion
0.48 0.62 0.72 C=Cth Valide au risque 3%
Existence d'une pente
Fi catouts F thicrique 3% F théoriqne 1% Condition Conclusion
4563.72 4.49 8.53 Fi=Fg Valide au risque 1%
Validite de la droite de régression
Fs s F crique 3% F theorique 1%0 Condition Conclusion
0,12 326 5.41 F»=Fg Valide au risque 5%
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La comparaison de 1’ordonnée a I’origine avec le zéro (0), est estimée par les calculs relative
au test de Student. Tel que, t calculé¢ <t théorique 5%, ce qui explique que 1’ordonnée a I’
origine n’est pas significativement différente de zéro au risque 5%. L’analyse de
I’homogénéité des variances a chaque concentration démontre que I’ensemble des variances
des différents groupes peut étre considéré comme homogene au risque 5%. Le test d’existence
d’une pente significative, est évalué par les calculs relatifs au test de Fisher. F1 calculé étant
significatif, on conclut a I’existence d’une pente, une dépendance linéaire au seuil de
probabilité de 99% (F1 calculé > F théorique 1%). La validité de la droite de régression est
considéré comme valide au seuil de probabilité de 95% (F2 calculé < F théorique 5%). La
valeur du coefficient de régression R2 est de 0.997, d’ou la valeur du coefficient de
corrélation (r) est de 0.998. La sensibilité de la méthode donne une bonne linéarité avec un
coefficient de corrélation voisin de 1, ce qui caractérise une bonne corrélation entre la
concentration et I’absorbance.

3. L’Exactitude

Tableau A.3 : Homogénéité des variances

$*max 51178
Somme des variances 03717
C calculé 0.5461
C théorigue 5% 0.62
C théorigue 1% 0.72
Conclusion Valide au risque 5%

L’analyse de ’homogénéité des variances a chaque concentration démontre que 1’ensemble
des variances des différents groupes peut étre considéré comme homogene au risque 5%.\Vu
que cela est démontré par le test de Cochran (C calculé < C théorique 5%).
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Tableau A.4 : Test de validité des moyennes

DDL | Sommes variance |F; 3] F conclusion
des carrés caleulé | théorique | théorique
5% 1%
Variation 17 23.73641 | 1.39626 Valide au
totale risque 5%
Variation 12 18.74345 1.56195 0.64 3.11 5.06

intra-groupe

Ln

Variation 4.99296 0.998590

intergroupe

Par ailleurs, le test de validité des moyenne appliqué, démontre que la différence entre les
moyennes n’est pas significative, F1 calculé¢ <F1 théorique 5%.

Tableau A.5 : Estimation de recouvrement moyen

Recouvrement moven(%o) 99.5

Intervalle de confiance a98.91 - 100.09

Les limites de confiance sont comprises entre 60% et 110% pour 1’ensemble des niveaux de
concentration. Compte tenu des résultats obtenus, la procédure peut étre considérée comme
exacte sur tout I’intervalle de dosage prédéterminé.

4. LaFidélité
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Tableau A.6 : Réponses en DO des solutions preparées

Essai (i/j) Quantité introduite Réponse

1/1 0.5550 0.57000
21 0.5550 0.57300
31 0,.5550 0,57200
4/1 0,5550 0.56500
51 0.5550 0.58100
6/1 0.5550 0.58700
7/1 0.5550 0.58400
1/2 0.5550 0.58600
272 0.5550 0,58200

3/2 0,5550 0.568

4/2 0.5550 0.569

5/2 0,5550 0,57
6/2 0.5550 0.57000

7/2 0,5550 0,568
1/3 0.5550 0.54700

2/3 0.5550 0.551

3/3 0.5550 0.548
4/3 0,5550 0,55000

S/3 0.5550 0.549

6/3 0,5550 0,547

7/3 0.5550 0.546

Interprétation
Tableau A.7 : Homogénéité des variances

S*max 2.0179

Somme des variances 3.8340

C calcule 0.5263

k (nb essais) 3
n (nb répétitions par essai) 7
C théorique 5% 0.68
C theorique 1% 0.76

Conclusion

Valide au risque 5%

C calculé est inférieur a la valeur critique de la table au seuil de 1% et 5% ; I’ensemble des
variances est considéré comme homogene.
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Tableau A.8 : Variances de répétabillite, intergroupes et de reproductibilité

Variance de repétabillite 1.278015834

Variance intergroupes 7,558279109

Variance de reproductibilite | 8.536294944

Movenne générale 99.39130192
CV repetabillite 1.14%
CV reproductibilite 2.99%

CV Répétabillité et CV Reproductibilité sont inférieur a 5%.

5. La Stabilité

Tableau A.9 : Résultats de 1’étude de stabilité du 1’ Acébutolol. To

Ty T T T
Abs 0.570 0.569 0.560 0.561
% 100 99.82 98.24 98.42

Les rapports obtenus sont supérieurs a 98% donc I’ Acébutolol est stable.
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B. Résultats de la dissolution

Les Profiles de dissolution des essais
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ANNEXE 2
Caracterisation des mélanges binaires

RHEOLOGIE DES MELANGES (quelques exemples de courbes)
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MODELISATION PAR STATISTICA POUR LE RATIO 4/1

RATIO 4/1 PH6 R 0.99

Model: V3=Vinf+B/(1+(K*V1)*2)*n
Y=(,084019)+(1229,9)/(1+((52,1934)"X)"2)**(,43413)

500,0

5,0

0.5

0,005 0,050 0,500 5,000 50,000 500,000
VITESSE DE CIS

RATIO 4/1 PH5 R 0.992

Model: VA=Vinf+B/(1+(K*V1)'2)n
y=(,009967)+(31,7735)/(1+((207,184)*x)"2)**(,587378)

50,000

5,000

0,500

0,050

0,005
0,0005 0,0050 0,0500 0,5000 5,0000 50,0000 500,0000

VITESSE DE CIS

RATIO 4/1 PH3 R0.98

Model: V8=Vinf+B/(1+(K*V1)"2)**n
y=(,024743)+(2112,41)/(1+((998,476)*X)"2)**(,440959)

500,00

50,00

0,05

0,0005 0,0050 0,0500 0,5000 5,0000 50,0000 500,0000
VITESSE DE CIS
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VISCOELASTICITE DES MELANGES RATIO 3/1

CSD
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| | |
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0,01 0,1 1 10
Strainy = ——=

Anton Paar GmbH
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' 10
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}
(o]
10 —e—

G
¢ ——
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| | | |

10
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o]
10
0,001

10
—

T T
0,01 0,1 1
Strain y

Anton Paar GmbH

CsD

J 10
100 % 1 000

10

10

1 G"
T10 ¥

0

10
0,001

T
0,1 1 10
Strainy —»

0,01

Anton Paar GmbH

T * ™10
100 % 1000

C2% R3/1 pH 5.04 1
PP25/PE-SN35865; [d=1 mm]
—— G' Storage Modulus

-~ G" Loss Modulus

g\j Anton Paar

C2% R3/1 pH 4.00 1
PP25/PE-SN35865; [d=1 mm]

—— G' Storage Modulus

—# G" Loss Modulus

D\—) Anton Paar

C2% R3/1pH 351
PP25/PE-SN35865; [d=1 mm]
-~ G' Storage Modulus

-V G" Loss Modulus

g\j Anton Paar
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ANALYSE GRANULOMETRIQUE
(d’un essai type)
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ZETAMETRIE de quelques mélanges binaire

Echantillon 1

Run Pos. KCps Mob. Zeta Width Time
1 500 4564 0243 53 27  1240:22
2 500 1961 0242 52 27 124236
Average 326.3 0.242 53 2.7

Zeta Potential(mV)

= 10 [
D
[ —
@
=
5 i
-200 -100 (@] 100 200
Zeta Potential(m
ECANTILLON 2 (M)
Zeta Potential(mV)
>
"
40
)
c

-200 -100 0 100 200

Zeta Potential(mV)
Run Pos. KCps Mob. Zeta Width Time
1 50.0 52.6 0.070 1.5 2.7 14:50:10
2 50.0 59.7 -0.215 -4.7 2.7 14:50:40
3 50.0 56.6 0.015 0.3 2.7 14:51:10
Average 56.3 -0.044 -0.9 2.7
+/- 3.6 0.151 3.3 0.0
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Ecnantillon 3

Run Pos.
1 50.0
2 50.0
3 50.0
Average
+/-

Echantillon 8

Run Pos.
1 50.0
2 50.0
3 50.0
Average
+/-

KCps
62.6
65.8
71.6
66.7
45

Intensity
o

Mob. Zeta  Width Time
-0.291 -6.3 2.7 14:57:16
-0.240 -5.2 2.7 14:57:46
0.025 0.5 2.7 14:58:17
-0.169 -3.7 2.7
0.170 3.7 0.0
Zeta Potential(mV)
2
a0
5
0 100 0 100 20
Zeta Potential(mV)
Zeta Potential(mV)
-206 -106 0 106 200
Zeta Potential(mV)
KCps Mob. Zeta Width  Time
76.8 0.019 04 10.1 15:02:24
79.0 -0.307 -6.6 2.7 15:02:54
64.8 -0.010 -0.2 10.3 15:03:24
73.6 -0.099 -2.1 7.7
7.6 0.181 3.9 4.4
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ANNEXE 3

MATRICE DES ESSAIS ( MODDE 6)

|Exp NomlExp NameHRun OrderHIncI/Ech\_--
| ! || 12fincl || Y gloy |
[ 2IN2 [ 14fincl | 4 ol |
[ 3INs [ 6incl | y 401 |
[ 4]N4 | 11fincl | 4401 |
[ 5|ns | 16[incl _| 1
[ s|ne | 15[incl__| I
[ 7N | 13fincl || y 4 1 |
[ 8flns | Lncl || a4 1 |
[ 9INe | 2inct___| 1 25055 |
[ 1N | glincl | 4] 25055 |
| Zinct | 25 1058 |
[ 12N22 | 10/[Incl | 25| 4oss| |
| 13Nz | 3inct || 25| 2501 |
[ 14nia | Slincl | 28 258 1 |
| 15]|[N15 | 9)Incl | 25| 25055 |
| 16]|[N16 [ 4Incl I 25| 25055 |
| 17|[[N17 | 17)Incl | 25| 25055 |
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