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Résumé : L’objectif principal de ce présent travail est de mettre en évidence I’effet d’un
biopolymere sur la libération prolongée de la metformine pour ce faire on a choisi la
pectine comme un bio polymeére et la caséine comme protéine dans la formulation de
I’hydrogel et 1’alginate de sodium et la povidone dans la formulation des billes gélifiés.
Ces biopolymeéres connaissent un développement remarquable dans divers applications
médicales, cosmétiques, et alimentaires du fait de leurs origines biologiques de ressources
végétale-animales et leurs diverses propriétés tel que; leur capacité de gélification,

I’hydrosolubilité, la biocompatibilité et leur caractére biodégradable.

Des études de libération in vitro ont été réalisées dans les milieux stimulé (gastrique a
pH=1.2, pH=4 et intestinal a pH=7) pour une libération contrélée. La libération du
metformine emprisonné dans 1’hydrogel contenant le mélange pectine /caséine eétait
immédiate dans le milieu gastrique simulée, par contre le profil de libération de la
metformine a partir du systéme matricielle des billes d’alginate a montré une libération

prolongée dans le milieu intestinale simulé et immédiat dans les deux milieux gastriques.

Mots clés : chlorhydrate de metformine, biopolymere, alginate de sodium, pectine,
libération prolongée.

Abstract: The main objective of the present work is to demonstrate the effect of a
biopolymer on the sustained release of metformin. For this purpose, pectin as a biopolymer
and casein as a protein were chosen in the formulation of the hydrogel and sodium alginate
and povidone in the formulation of the gelled beads. These biopolymers are experiencing a

remarkable development in various medical, cosmetic, and food applications due to their



biological origins from plant-animal resources and their various properties such as; their

gelling capacity, water solubility, biocompatibility and biodegradability.

In vitro release studies were performed in stimulated media (gastric at pH=1.2, pH=4 and
intestinal at pH=7) for controlled release. The release of metformin entrapped in the
hydrogel containing the pectin/casein mixture was immediate in the simulated gastric
environment, however the release profile of metformin from the matrix system of alginate
beads showed prolonged release in the simulated intestinal environment and immediate

release in both gastric environments.

Key words: metformin hydrochloride, biopolymer, sodium alginate, pectin, extended
release.
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INTRODUCTION GENERALE

La pharmacie galénique est I’art de préparer, conserver et présenter les médicaments [1].
Ces medicaments sont préparés a base d’un principe actif et des excipients. Il est important
de noter que le principe actif ne peut pas étre absorbé plus rapidement, ni plus
complétement, qu’il ne s’est préalablement libéré de son support galénique puis dissous
dans le milieu biologique du site d’administration. L’intensité et la vitesse de libération
sont les facteurs limitant de ’intensité et de la vitesse d’absorption ; ils constituent le
principe méme de la conception des formes a libération prolongée. La modification de la
libération peut résulter de caractéristiques voulues (excipients, processus de fabrication...)
allant dans le sens de 1’allongement de la libération ou de son raccourcissement par rapport

a la libération immédiate [2].

Les formes a libération prolongeée libérent une quantité initiale du principe actif qui permet
d’atteindre la zone d’efficacité thérapeutique, puis la libération continue a une vitesse telle

qu’elle compense 1’élimination du principe actif [3]

L’objectif de notre travail est donc de formuler un hydrogel et des billes & libération
prolongée a base de Metformine destinés a une étude de dissolution in vitro. Pour atteindre
notre objectif on a choisi d’utiliser des polymeéres naturels comme agents retardataires ; ces
biopolyméres sont la pectine et la caséine qu’on a extraites nous-mémes pour formuler

I’hydrogel, et I’alginate de sodium pour les billes.
Afin d’organiser notre mémoire nous I’avons structuré en deux parties :

La premiére consiste en une recherche bibliographique, dans laquelle nous rapportons
d’abord quelques informations sur la libération prolongée ; ensuite nous faisons le point
sur les polysaccharides et précisément les biopolyméres, et enfin des généralités sur la

Metformine.

La deuxiéme partie concerne 1’étude expérimentale, qui est organisée en deux chapitres ;le
premier regroupe le matériel et les méthodes utilisé a savoir la présentation du principe
actif (Chlorhydrate de metformine) et les excipients utilisés. Ainsi que les différents

protocoles expérimentaux et les différents matériaux utilisés lors de ce travail. Le



deuxiéme chapitre regroupe les différents résultats expérimentaux ; ainsi que leur

interprétation

Enfin ce manuscrit s’achéve par une conclusion générale



Partie N°01

Recherche bibliographique



CHAPIIRE 1

Synthese bibliographique



CHAPITRE I. Synthese bibliographique

1.1.Apercu sur la libération prolongée
1.1.1. Définition d’un systéme a libération prolongée

La libération prolongée d’un médicament signifie que le principe actif est libéré de sa
forme galénique sur une période de temps plus ou moins étendu, parfois a vitesse
constante. Le but étant de réduire la fréquence d’administration, et d’augmenter la durée
d’action du principe actif en maintenant sa concentration plasmatique supérieure a la
concentration minimale efficace le plus longtemps possible. Un systéme a libération
prolongée permet de diminuer la toxicité du produit en réduisant la hauteur du pic de
concentration dans I’organisme [4].

Le systeme idéal de libération contrdlée doit étre de plus compatible, simple a stériliser,
facile a utiliser, pour le patient. Il doit en outre permettre d’incorporer une grande quantité
du principe actif tout en le protégeant des enzymes du corps humain et doit se dégrader ou
étre éliminé sans probleme. 11 doit présenter un profil de cinétique de libération du principe

actif correspondant a 1’objectif recherché [5]

1.1.2. Conception d’un systéme a libération prolongée

Un systéme de libération prolongée comporte un principe actif et le matériel dans lequel le
principe actif est chargé. Pour cela, le choix du principe actif et du polymére avec les
propriétés désirées est un facteur principal en concevant un systéme a libération prolongée.
Avant de concevoir un systeme de libération prolongée, on doit choisir le chemin de
libration des principes actifs avec plusieurs considérations incluant les propriétés physiques
et chimiques de la drogue, les doses de PA, la voie d’administration, type de systéme de la
libération, effet thérapeutique désiré, dégagement physiologique de la drogue du systéeme
de la livraison, biodisponibilité de drogue au site d'absorption, et la pharmacodynamie des

drogues [6]
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Figure 1.1 Les profils de libération d’un principe actif[5]

1.1.3. Les avantages et les inconvénients des formes a libération prolongée :

En contrdlant la vitesse de libération du PA a partir de la forme pharmaceutique, les formes

a libération prolongée offrent plusieurs avantages par rapport aux autres formes : [7]

- La réduction des prises journaliéres

- Accroissement du confort du malade,

- Amélioration de I’observance du traitement,

- Diminution des effets secondaires indésirables par suppression des pics plasmatiques,
L'utilisation des formes & action prolongée comporte certains inconvénients tels que [08] :

- La difficulté d'interrompre instantanément le traitement en cas d'intolérance ou

d'intoxication,

- Le risque de surdosage di a un mauvais usage (mastication, broyage, etc.) ou a un

défaut de fabrication,
- Les codts élevés de fabrication,

- La possibilité réduite d'un ajustement des doses.



1.1.4. Propriétés physicochimiques modulant la cinétique de libération prolongée

Propriétés physicochimiques des drogues affectent les performances de libération dans
I’organisme [09]. Elles peuvent étre déterminées a partir des expériences in vitro [10].

Ces propriétés incluant la solubilité aqueuse, stabilité de drogue, la taille moléculaire, le
coefficient de partage, et la liaison moléculaire aux protéines, peuvent empécher/réduire
I’emploi des drogues dans la libération contrélée, limitent la voie d'administration de

drogue, et limite de maniére significative les performances de dégagement.

a. Solubilité dans le milieu aqueux

Les extrémes dans la solubilité aqueuse d'un PA sont en général peu souhaitables lors de la
préparation de formes a action prolongée. La raison principale de cette restriction est reliée
a la vitesse de dissolution du médicament. Un PA faiblement soluble dans I'eau présente
des problemes dans la conception d'un systéme a libération contr6lée puisque la
disponibilitée du PA sera déja contrdlée par sa vitesse de dissolution. Dans certains cas, la
diminution de la taille des particules a moins de 1 micrometre a permis une augmentation
significative de la vitesse de dissolution de principes actifs peu soluble rendant

probablement leur incorporation dans une forme a action prolongée plus avantageuse.

Dans certains cas, a cause d'une vitesse de dissolution tres élevée, les médicaments tres
solubles dans I'eau peuvent étre difficiles a contréler et/ou prolonger leur vitesse de

libération a partir de formes a action prolongeée [11].

b. Coefficient de partage
Le coefficient de partage et la taille moléculaire influence non seulement la perméabilité
d'une drogue a travers la membrane biologique mais également la diffusion a travers une

membrane ou une matrice contrdlant le taux libéré [12].

En général, les médicaments a trés haut coefficient de partage (c.a.d. trés liposolubles) vont
pénétrer facilement les membranes du corps produisant une accumulation dans les tissus,
suivie d'une élimination lente. Une autre possibilité est que le PA reste localisé dans la
phase lipidique du tissu, puisqu'il doit traverser des barrieres huileuses et aqueuses lors de
son passage a travers les tissus. Dans les deux cas, un systeme a libération contrdlée parait

peu utile pour ce type de PA [13].



c. Interactions avec les protéines plasmatiques

L’interaction entre le PA et les protéines plasmatique influence la durée d'action de drogue.
Il est bien connu que des protéines sanguines sont la plupart du temps recyclées et pas
éliminées, ainsi la liaison entre les protéines et le PA peut servir a un dép6t du PA

produisant un profil de libération prolongée si un degreé élevé de la liaison se produit [14].

1.1.5. Le Systeme matricielle

Le systéme matriciel consiste en un principe actif dissous ou dispersé d’une manicre
homogeéne dans toute la matrice polymeére (figure 02). La vitesse de libération du principe
actif a partir de ce type de systemes est constante (uniforme) [15,16]. Il existe plusieurs

approches pour réaliser le systéeme matriciel, citant ce qui suit [17] :

— Me¢éthode de compression directe : il s’agit de mélanger des particules de polymeére et

de principe actif suivi par une compression directe pour avoir un comprimé.

— Dissolution du polymere et le principe actif dans un solvant approprié (adéquat) suivi

par une extraction du solvant.

— Incorporation du principe actif dans un polymére par polymérisation du mélange
principe actif-monomeére ou par le gonflement d’un hydrogel dans une solution du principe

actif.

A\

Temps

Figure 1.2 Libération d’un principe actif a partir d’un systéme matriciel a libération
controlée[17]



1.2.Les biopolymeéres
1.2.1. Définition des biopolymeéres

Les bio-polymeres sont des macromolécules synthétisées par des organismes vivants. Ils
sont composés de glucides lorsqu’il s’agit de polysaccharides, d’acides aminés dans le cas
des protéines ou encore d’alkanoates dans le cas des biopolymeéres d’origine bactérienne.
Une autre famille de bio-polymeres regroupe des molécules issues de la polymérisation de
monomeres naturels renouvelables, tels que 1’acide lactique ou des triglycérides. Chez les
polysaccharides, on distingue deux catégories : les homopolysaccharides, constitués du
méme ose comme le glucose dans la cellulose ou I’amidon, et les hétéropolysaccharides,
formés de différents oses (pectines, hémicelluloses). Ces macromolécules sont les éléments
structuraux majeurs des parois cellulaires des végétaux (cellulose, pectines,
hémicelluloses), contribuant aux propriétés mécaniques des organes et aux mécanismes de
défense contre des agressions biotiques et abiotiques. Les polysaccharides comme
I’amidon ont également un role essentiel dans le stockage de 1’énergie. Ces bio-polymeres
se trouvent généralement sous la forme de composites complexes formés via des
interactions avec différents types de macromolécules (différentes structures de

polysaccharides, de protéines ou de polyphénols) [18].
1.2.2. Classification des biopolymeéres :
Les biopolymeres peuvent étre classés en trois groupes [19] :

e Les polyméres naturels, qui sont divisibles en deux familles : polysaccarides (amidon,
cellulose, chitine ’alginate, le caragenane.....) et protéines (animales ou végeétales);

e Les polymeres synthétises par des bactéries (fermentation), tels que le
polyhydroxyalcanoate (PHA) et le polyhydroxybutyrate (PHB);

e Les polymeéres synthétiques issus de biotechnologie de monomeéres naturels, tels que

’acide polylactique (PLA).
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Figure 1.3 Classification des biopolymeres [19]

1.2.3. Les biopolymeéres dans les systemes a libération :

Les polymeres, pendant des décennies, ont exécuté une fonction valable comme excipients
dans les formulations de comprimé et de capsule entrés de fagon constante dans l'aréne

parentérale, et sont maintenant capables des fonctions de plus en plus avancées. [20] [21]

Ils ont été utilisés en tout temps dans I'histoire de la médecine souvent de fagcon empirique.
Dans les années 1960 a 1970, les polymeéres déja disponibles sur le marché étaient utilisés

pour développer des formulations a libération prolongée de médicaments. [22]

La libération prolongée des médicaments a eu son commencement par les enduits simples
de cire, qui ont prolongé la libération des drogues prises oralement. La combinaison de trés
petits granulés de drogue ayant différentes solubilités et différentes épaisseurs d’enrobage
encapsulés dans une capsule de gélatine a eu comme conséquence la premiére libération

prolongée par formulation a froid. [23]



1.2.4. Conditions d’utilisations des polyméres a libération prolongée :

Pour convenir a la réalisation d'une forme a libération prolongée, le polymére doit répondre

aux trois exigences générales suivantes : [24]

v 11 doit présenter certaines caractéristiques de libération du PA en relation avec les

propriétés physico-chimiques du PA et les exigences pharmacocinétiques.

v Il doit posséder une résistance mécanique suffisante pour permettre lI'administration de
la forme médicamenteuse et le maintien de son intégrité relative au cours du

traitement.
v Il doit étre compatible avec les muqueuses et les tissus récepteurs.

L'importance relative de ces exigences change dépendamment a l'application particuliére.
Dans le développement d’un polymére pour l'usage dans la libération prolongée, les
fabricants considerent soigneusement chacun des facteurs mentionnés ci- dessus. La
convenance des polymeres aux applications particuliéres est déterminée, et le polymere est

lancé sur le marché basé sur ses avantages. [25]

1.3.Généralités sur les polysaccharides :

1.3.1. Définition des polysaccharides :

Les polysaccharides sont des macromolécules de glucides polymériques constituées de
longues chaines d'unités de sucre liées entre elles par des liaisons glycosidiques et / ou
combinés avec différentes chaines de ramification. Leur structure Chimique varie de

polymeére linéaire a polymere ramifié. [26].
1.3.2. Classification des polysaccharides :
Les polysaccharides peuvent étre classés :

» Les polysaccharides homogenes ou les homopolysaccharides (homoglycane) lorsque

tous les monosaccharides sont du méme type, comme la cellulose

> Les polysaccharides hétérogénes ou les hétéropolysaccharides (hétéroglycanes)

lorsque plus d'un type de monosaccharide est présent, comme la pectine, etc. [26].



Dans le tableau suivant, nous citons des exemples de polysaccharides :

Tableaul.1l Exemples des polysaccharides [26]

Sources

Polysaccharides

Animale

v

Glycosaminoglycane :

Chitine
Hyaluronate

Chondroitine

Bactérienne

Curdlane
Gellane
Pullulane

Xanthane

Végétale

Amidon
Pectine
Oligosaccharides

Cellulose

Algale

AN NI NN N Y N N N N N S N N

Agar
Carraghénane
Ulvane

Alginates

a. Les polysaccharides hydrosolubles :

Cette classe de polysaccharide, semble étre la plus répondue sur le plan pratique de point
de vue applications dans des domaines variés, en vue de leur caractere trés hydrophile ainsi
que leur aptitude a I’hydratation, en fixant 1’eau en empéchent le desséchement des cellules
et des tissus. En effet, Selon Glicksman [27], le mot « gommes hydrosolubles ou
hydrocolloides » a un sens considérablement plus élargi, ¢’est des polysaccharides solubles

ou faciles a disperser dans I’eau et qui donnent des solutions de trés haut viscosité et dans

certain cas, ils forment des gels a faible concentration [28]. .




b. Les polysaccharides en solution aqueuse :

Dans I’eau, les polysaccharides s’organisent sous forme d’un réseau transitoire dans lequel
les liaisons intermoléculaires se forment et se rompent au cours du temps [29]. Ils adoptent
dans I’espace une conformation qui dépend de sa structure moléculaire (masse molaire et
flexibilité de la chaine), qui peut aussi varier dans une gamme tres large en fonction de son
environnement (interactions entre les éléments de la chaine et les molécules du solvant).
En fonction de la concentration volumique apparente des polymeéres en solution, de la
nature et de I’intensité de leurs interactions, de nouveaux types de structures collectives
peuvent apparaitre (enchevétrements, agrégats) et considérablement affecter le

comportement rhéologique de la solution [30].
1.3.3. Propriétés des polysaccharides :

Les polysaccharides présentent des critéres intéressants qui suscitent un grand intérét pour
leur application dans des secteurs variés : agro-alimentaire, pharmaceutique, cosmétique,
industrie du papier, du textile et autres. Ils sont largement utilisés comme agent texturant

ou stabilisant.

Ce sont des polymeéres naturels, hydrosolubles, biodégradables et biocompatibles. Ils sont
utilisés aussi comme épaississantes (ex : le xanthane, la gomme de guar) et gélifiante (ex :
I’alginate, la pectine) [31], car les polysaccharides sont principalement hydrophiles avec un
poids moléculaire élevé et leur activité de surface est faible en raison de leur fort caractere
hydrophile alors Ils sont couramment utilisés en stabilisation d'émulsion en tant

qu'épaississants ou gélifiants de la phase aqueuse

Les polysaccharides ont aussi une affinité pour 1’ecau du fait de la présence des fonctions
hydroxyles. Lors de leur dispersion les polysaccharides peuvent augmenter de volume
jusqu’a 10 fois leur volume initial ; cette caractéristique leur confére des propriétés de

rétention d’eau [32].

Les polysaccharides peuvent conférer de nombreuses propriétés aux solutions dans

lesquelles ils sont solubilises/disperses. Ils agissent ainsi notamment sur :

Viscosité, Viscoélasticité, Formation de gel, Emulsification, Stabilisation colloidale

Texture Gélifiantes et épaississantes
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La gélification est un phénomeéne par lequel les molécules s’agrégent pour former un

réseau ordonné (liaisons intermoléculaires plus ou moins fortes). [32]

- La structure gélifiée implique la formation d’un réseau tridimensionnel présentant un
comportement (semi-)solide.

- Le solvant (eau) est emprisonné dans ce réseau et ne peut se déplacer librement.

- Si aucune liaison intermoléculaire n’est possible, on aura un épaississement pur. Le
colloide ne pourra donner que des solutions visqueuses.

- L’épaississement entraine une modification de ’aspect (notion de viscosité) et de
texture.

- La caractérisation des propriétés gélifiantes et épaississantes se fait a plusieurs niveaux:

- Méthodes viscosimétriques (propriétés d’écoulement et propriétés viscoélastiques).

- Analyse de texture (force de gel).

- Influence de la concentration (détermination de la concentration minimale de
gélification).

- Comportement thermique (gélification a chaud/a froid, thermo réversibilite).
1.3.4. Les hydrogels :

Un hydrogel se définit comme un réseau tridimensionnel & base des polymeéres
hydrophiliques synthétiques ou naturels qui se gonfle en présence d'eau. Le réseau est
formé par la réticulation des chaines de polymere entre elles par liaison covalente, liaison

Hydrogeéne, interactions de Van der Waals. .

Les hydrogels forment une matrice qui protége le principe actif de la dégradation et de
I'inactivation, sa forte hydrophilicité permet I’incorporation de substances hydrosolubles et

lui confére un caractere biocompatible.
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1.4.Substance Pectique :
1.4.1. Description des pectines et leurs origines :

Au début du XXeme siecle, les pectines sont produites industriellement et sont utilisées
comme agent gélifiant des denrées alimentaires. Les pectines participent a la cohésion de la
cellule et au maintien des parois par le biais d'interactions mécaniques et chimiques avec
les autres constituants de la paroi. Bien que les pectines puissent étre extraites d'un grand
nombre de végétaux comme le montre le (Tableau 1), les sources industrielles principales
sont le marc de pomme et les écorces d'agrumes D’un point de vue nutritionnel, les
pectines sont considérées comme des fibres solubles ayant une forte capacité de rétention
d'eau [38].

1.4.2. Définition de pectine :

Les pectines sont des polyosides, rattachées aux glucides. Ce sont des substances
exclusivement d’origine végeétale. Les pectines sont présentes en grande quantité dans
les parois primaires des dicotylédones, et en particulier dans les parois végétales de
nombreux fruits et legumes. Elles sont extraites industriellement des coproduits de
I'industrie des jus de fruits, principalement des agrumes et en moins grande quantité des

marcs de pomme [35]

Les pectines sont une famille de polysaccharides complexes, Elle est principalement
composee de trois types : homogalacturonanes (HGA), rhamnogalacturonans | (RGI) et

rhamnogalacturonans Il (RGII) [36]

Les pectines sont largement utilisées en tant qu'agent épaississant, texturant,
émulsifiant,stabilisant et gélifiant dans les industries alimentaire, cosmetique et

pharmaceutique. Ils ont diverses activités biologiques telles que la cicatrisation, la
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réduction de l'activité de la lipase, I'inhibition de la croissance des cellules cancéreuses

humaines par la stimulation de I’apoptose et la diminution du taux de cholestérol [37]

Tableaul.1 Principales sources de pectines d'intérét industriel[38]

Fruit Teneur en substances pectiques
(% m/m)

Zeste d’orange 3.5-5.5

Pulpe de citron 2.5-4,0
Pomme 0.5-1.6
Banane 0.7-1.2
Péche 0.1-0.9
Fraise 0.6-0,7
Tomate 0.2-0.6
Carotte 0.2-0.5

Fruit de passion 0.5
Mangue 0.26-0.42
Ananas 0,04-0,13

1.4.3. Propriétés physico-chimiques des pectines :
a. Lasolubilité :

D’un point de vue nutritionnel, les pectines sont considérées comme des fibres solubles
ayant une forte capacité de rétention d'eau, celle-ci étant un bon solvant pour les pectines.
La pectine est un bio polymeére hydrosoluble qui donne des solutions visqueuses. En outre,
la pectine a des capacités gélifiantes. Des solutés jusqu' a environ 4% (p/p) peuvent étre
préparés. L'hydrosolubilité diminue quand le DM diminue [39]

La pectine se solubilise grace a 3 étapes successives : hydratation, gonflement et

dissolution.
b. La viscosité :

La Viscosité des pectines est faible par rapport a la plupart des autres gommes. Les

pectines ont la capacité de former des solutions viscoélastiques et un réseau structural qui
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sont tres utilisées dans les gelées, les confitures et marmelades. Toutefois, les pectines ont
des conséquences intéressantes grace au comportement newtonien des solutions de

pectines a concentration faible.

La Viscosité est particulierement remarquable chez les pectines d’agrumes qui posseédent
des poids moléculaires élevés. Elles sont utilisées dans la production de certains produits

comme les jus de fruits concentrés pour restituer la viscosité caractéristique des jus.

Les pectines de la betterave sucriere ont une faible viscosité et un faible pouvoir gélifiant
par rapport a celles issues du citron ou de la pomme, ce qui limite leur application dans
I'industrie alimentaire. Ces propriétés physiques ont été attribuées d'une part, au nombre
important de groupements acétyles présents dans leurs chaines et d'autre part, a leur poids

moléculaire relativement faible [40].
c. Stabilite et dégradation :

Les pectines en solution sont stables a pH 3-4. Pour des pH et a basse température, les
groupements acétyles et méthyles sont déstabilisés et les sucres neutres sont hydrolysés. Si

la température augmente I'hydrolyse est accélérée.

En milieu alcalin et a basse température, les groupements esters sont saponifiés, En milieu
neutre et a température ambiante, la saponification est accompagnée de la réaction de

dépolymérisation.

Cette dégradation a lieu uniquement dans les liaisons glycosidiques et dans les résidus de
l'acide galacturonique méthoxylés. A des températures >60°C, la dégradation n'a lieu qu’a

un pH légerement acide (pH proche de 5) [40]. (Figure 04)

>
Hydroly
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Figure 1.4 Les zones de stabilité de la pectine[40]
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d. Structure des pectines :

La pectine est un hétéropolysaccharide complexe dont la composition varie selon 1’origine
de la matiere premicre et les méthodes d’extraction, elle ne peut donc pas étre caractérisée
en termes de structure et de conformation génerale spécifique. Cependant, il est possible

d’identifier les éléments structuraux distinctifs contenus dans la substance pectique [41].

Les pectines ont pour structure de base un enchainement linéaire d’unités acide D-
galacturonique (ou Homogalacturonane (HG) reliées entre elles par des liaisons
glycosidiques a (1-4), plus ou moins estérifiés (méthyles) et/ou partiellement acétylés en
O-2 ou O-3 (figure 1.2). La chaine principale peut étre interrompue par des enchainements
alternés de résidus rhamnose et acide D-galacturonique rhamnogalacturonanes (RG).Ces
derniers enchainements peuvent étre ramifiés par des chaines latérales riches en unités

arabinose et galactose (arabinanes, galactanes et arabinogalactanes [41]

Figure 1.5 Schéma de la structure principale de la pectine [41]
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Figure 1.6 Constituants des pectines [41]

1.4.4. Classification des pectines et leur particularité :
Les pectines sont divisées en référence a leur degré de méthylation en deux catégories

a. Pectines hautement méthylées (HM) : ce sont les pectines dont plus de 50% des

groupements carboxyles sont estérifiés avec le méthanol.

b. Les pectines faiblement méthylées (LM) : ce sont les pectines dont moins de 50% de
groupements carboxyles sont estérifiés. Pour certaines pectines LM, les fonctions acides
sont neutralisées par de I’ammoniac (NHz) et forment une fonction amide. Ce sont les

pectines amidées ou pectines LMA (low Methylated Amidated pectins) . [42]

1.4.5. Les différentes méthodes d’extraction de la pectine

La pectine fut isolée pour la premiere fois par J. Braconnot en 1825, mais ce n’est qu’au
début du 20e siecle qu’elle est extraite de fagon industrielle. D’abord pour compenser la
faible teneur en pectine de certains fruits, aujourd’hui son usage s’est étendu dans le
domaine pharmaceutique et agroalimentaire, notamment pour ses propriétés viscosifiantes,
stabilisantes et gélifiantes .L’industrie utilise principalement des sources riches en pectine
comme le marc de pomme (reste des pommes broyées et pressées) ou les écorces
d’agrumes qui sont riches en propectine (précurseur de la pectine liée aux autres
composants de la paroi primaire) et en acide pectinique. D’autres sources moins utilisées

existent comme la betterave a sucre, la mangue et le fruit de la passion. [43]
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a. Hydrolyse en milieu acide :

Le procédé d’extraction en milieu acide de la pectine consiste a hydrolyser le polymeére,

par cuisson en milieu acide des sous-produits issus de I’industrie du jus de fruits .

Dans une premicre étape, I’hydrolyse acide dans une solution chaude va transformer la
propectine en acide pectinique. Cette réaction chimique intervient au niveau des liaisons
entre la propectine et les autres constituants de la paroi cellulaire. 1l en résulte une fraction
insoluble, comprenant I’acide pectinique, et une fraction soluble. La fraction insoluble est
séparée, puis concentrée. Elle est ensuite mélangée avec de 1’alcool (isopropanol) pour
faire précipiter la pectine et former un coagulum. Celui-ci est lavé, séché et broyé pour
obtenir une poudre. La pectine obtenue est généralement HM, elle devra subir une seconde
étape de désestérification chimique pour devenir LM [43]

b. Extraction par micro-ondes

L’extraction par micro-ondes est une méthode qui réduit considérablement le temps et les
couts d’extraction par rapport a 1’hydrolyse en milieu acide. En effet, 15 min de chauffage
par micro-ondes est équivalent, en quantité de pectine extraite, a une extraction de 3h en
milieu acide. De plus, I’extraction par micro-ondes limiterait les phénomeénes de
dépolymérisation de la pectine qui peuvent étre observés lors de 1’extraction acide Dans
cette méthode, lors du chauffage par micro-ondes, la pression s’accumule dans le matériau
a extraire. Cette pression modifie la structure cellulaire du résidu et permet une meilleure
pénétration des solvants d’extraction (acide citrique, acide chlorhydrique, acide nitrique)

[44]
c. Extraction enzymatique
L’extraction enzymatique de la pectine est effectuée par la pectinase.

La pectinase est une enzyme extraite de micro-organismes et de champignons. Le
traitement enzymatique intervient sur les liaisons osidiques de la pectine et assure leurs
coupures. Cette action diminue la viscosité de la solution, facilitant la filtration et la
centrifugation. Cette méthode d’extraction a I’avantage d’étre moins polluante que les
précédentes. De plus, les pectinases ont une réactivité spécifique a la pectine. Cependant,
la production enzymatique reste colteuse et la réaction est difficile a controler. Enfin, cette

méthode peut entrainer une dégradation de la pectine et une perte de ses propriétés [45]
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d. Extraction par chauffage assisté par ultrasons :

L’extraction a chaud assisté par ultrasons est une méthode étudiée pour diminuer le temps
d’extraction et augmenter le rendement par rapport aux méthodes classiques (hydrolyse en
milieu acide). Cependant, les recherches portant sur ce type d’extraction restent limitées.
En effet, il a été constaté que les ultrasons ont tendance a dégrader les polyméres comme la

pectine [46]

En milieu liquide, le traitement par ultrasons conduit a un phénomene de cavitation. Cela
entraine la formation de bulles microscopiques instables qui vont imploser. Ce phénomeéne
fait varier la température et la pression a proximité des bulles. Ces conditions modifient la
structure du résidu mis en solution, ce qui permet une meilleure pénétration des solvants

d’extraction. [46]
e. Extraction avec des agents de chélation :

La pectine est tres répandue dans la lamelle moyenne. Dans cette zone, elle forme des
liaisons avec des ions calcium, formant des pectates de calcium. Ainsi, cette
Caractéristique est utilisee pour I’extraction par les agents chélateurs. Les chélateurs,
comme 1’éthyléne diamine tétraacétate (EDTA), le cyclohexanediamine tétraacétate
(CDTA) ou encore les tampons imidazole, vont capter le cation Ca2+ pour former un
complexe. Cette capture entraine une désorganisation de la structure formée avec le cation
et permet I’extraction de la pectine désolidarisée de la matrice. Cette extraction a
I’avantage de ne pas endommager les chaines de pectine. Cependant, la purification des
chélateurs est difficile. Et leur présence dans le produit final affectent les propriétés de

gélification de la pectine. [47]

f. Autres méthodes d’extraction :

Il existe d’autres options pour ’extraction de la pectine comme [’extraction par
I’autoclave, ou encore les procédés physiques comme le prétraitement par cuisson-

extrusion.

1.4.6. Application pharmaceutique des Pectines :
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Dans les applications pharmaceutiques modernes. La pectine a suscité un grand intérét en
tant qu’excipient pour les systemes d’administration de médicaments. La libération du
médicament a partir du colon peut étre obtenue en utilisant des formes posologiques
contenant de la pectine seules ou en combinaison avec d’autres polymeéres. Le profil de
libération du médicament peut varier en fonction du degré d’estérification. La pectine a des
propriétés bioadhésives et peut étre utilisée pour la libération nasale. De plus, la pectine est
une fibre alimentaire soluble censée réduire le risque de cancer du colon. La pectine peut
étre formulée sous forme de solution, de gel ou de film. Et pour les sirops, suspensions,

pastilles, pates, comprimés et gélules.
1.5. Généralité sur la metformine :

Découverte en 1922, la Metformine ou diméthyl-biguanide a connu un début tumultueux
jusqu'a son approbation par la Food and Drugs Administration (FDA) fin 1994 et sa
consécration comme thérapeutique de premieére ligne suite aux résultats de I’'UKPDS
“’United Kingdom Prospective Diabetes Study [48]. La metformine est un médicament
anti- hyperglycémiant préconisé au début du traitement du diabéte de type 2, elle permet de
diminuer le taux de glucose sanguin [49]. Elle est la molécule qui fait partie des
biguanides, provenant du Lilas francais (Galega Officinalis) une plante utilisée en
médecine depuis des siecles dont le principe actif (PA) est la Galégine ou
Isomylinebiguanidine [50]. Cette molécule se distingue par un caractére basique, le pKa de

la metformine mesurée est de 12.4 [51].

Le chlorhydrate de metformine est considéré actuellement comme un antidiabétique de
premier choix par rapport a son efficacité/securité et son faible codt. Cette vieille molécule
a déja démontré sa capacité et sa position privilégiée dans la prise en charge

pharmacologique des patients DT2 [52].
1.5.1. Mécanisme d'action de la metformine :

La metformine est un biguanide possédant des effets antihyperglycémiants, réduisant la
glycémie basale et postprandiale. Elle ne stimule pas la sécrétion d'insuline et, par

conséquent, ne provoque pas d'hypoglycémie.

Elle peut agir par l'intermédiaire de trois mécanismes :
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e En réduisant la production hépatique de glucose, en inhibant la néoglucogenese et la

glycogénolyse .

e Au niveau musculaire, en augmentant la sensibilit¢ a l'insuline, en favorisant la

captation et l'utilisation périphérique du glucose ;
o Enfin, en retardant I'absorption intestinale du glucose.

La metformine stimule la synthése intracellulaire du glycogéne, en agissant sur la

glycogene-synthase.

Elle augmente la capacité de transport de tous les types de transporteurs membranaires du

glucose (GLUTSs) connus a ce jour.

1.5.2. Pharmacocinétique du chlorhydrate de metformine :

De l'administration a I'élimination, le chlorhydrate de metformine subit différentes étapes
dans I'organisme qui modulent ses effets. Le PA est libéré de sa forme solide et se retrouve
dans les fluides physiologiques afin qu'il puisse étre absorbé et traverser les biofilms dans

le sang. Le chemin de la metformine passe par les étapes suivantes :

a) Absorption : le chlorhydrate de metformine est digeré et absorbé apres administration
orale, limité a la partie supérieure de I'intestin gréle, a I'état saturé, absorption incompléte,

et le taux d'absorption maximal est atteint en 2 heures et 30 minutes [54, 55].

Les besoins quotidiens en chlorhydrate de metformine chez les patients diabétiques sont de
1,5 a 3 gl/jour, et sa biodisponibilité est moyenne, avec des différences individuelles
significatives (50 a 60 %) [54-56].

b) Distribution : Le chlorhydrate de metformine se diffuse rapidement dans les
tissus. Des mesures de concentrations tissulaires effectuées chez plusieurs espéces
animales ont montréque sa liaison aux protéines plasmatiques est négligeable et que
seuls I’intestin, le foie et lerein ’accumulent pendant quelques heures. Sa diffusion
présente une cinétique non linéaire et relativement lente, elle peut s’étaler sur une
période de 6 heures, un phénomeéne rarementexpliquer mais sans doute attribuer a ces

propriétés physicochimiques [55,56].
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c)Métabolisme : Le chlorhydrate de metformine est tres faiblement métabolisé, il est
excreté dans 1’urine sous forme inchangee. Aucun métabolite n’a été identifie chez

I’homme[54, 55].

d)Elimination : La clairance rénale de la metformine est supérieure a 400 ml/min, ce
qui indique une élimination par filtration glomérulaire et par sécrétion tubulaire.
Aprés une administration orale, la demi- vie apparente d’élimination terminal est
d’environ 6,5 h [57].

Chez les patients ayant une fonction rénale diminuée (basée sur la clairance de la
créatinine mesurée), la demi-vie plasmatique de la metformine est prolongée et la
clairance rénale diminue proportionnellement a la diminution de la clairance de la
créatinine, des essais Cliniques ont montré qu’une fraction non absorbée de

metformine de 20 a 30% est retrouvé dans les fesses [57].
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Chapitre 02. Matériels et méthodes

2.1.Introduction :

Dans ce chapitre nous présenterons en premier lieu le matériel, les matieres et les méthodes

de caractérisation de la matiére premiére « metformine », objet de notre étude.

En second lieu nous décrivons le procédé de formulation d’un hydrogel a base de pectine
ainsi que le protocole d’extraction de la matiére végétale, ensuite nous détallions le

procédé de formulation des billes gélifiés a base 1’alginate de sodium.
2.2.Matiere premiére de la formulation :

2.2.1. Principe actif (la metformine) :
La metformine fait partie de la famille des biguanides. C’est un antidiabétique oral le plus
prescrit dans le monde. Ce PA a un effet bénéfique sur le contrble du diabete, il reste

I’antidiabétique oral de premiére intention chez la majorité des diabétiques de type 2.

Le chlorhydrate de metformine utilisé dans cette étude a été fourni par le laboratoire
(SAIDAL DAR EL BAIDA) Algérie.

Le tableau ci-dessus présente les caractéristiques physico-chimiques de la metformine :
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Tableau2.1 les propriétés physico-chimiques de la metformine

Formule chimique C4H12CIN5S
Structure chimique CH3
N___N.__NH
2
T
NH NH

Nom chimique

Chlorhydrate de N, N-diméthyle-biguanide

Poids moléculaire 165.63 g/mol
Description Cristaux blancs ou sensiblement blancs
Solubilité Facilement soluble dans 1’eau, peu soluble dans

I’alcool, pratiquement insoluble dans 1’acétone et

dans le chlorure de méthyléne.

Point de fusion

222-226°C

Le tableau ci-dessus présente les caractéristiques physico-chimiques des produits utilisees :
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Tableau2.2 propriétés physiques et chimiques des produits utilisées

Propriétés Propriétés
chimique physiques
Formule | Masse pH Solubilité T° T°
brute | molaire fusion ébullition
Eau H20 34g/mol 6.02 0°C 100°C
Ethanol CoHsO 46.068 Dans I’eau : miscible | -114°C 79 °C
g/mol 7 | complete dans les
solvants polaires et
apolaires (acétone,
éther, diéthylique)
Hydroxyde NaOH | 39.99 g/mol | 14 Dans I’eau a 318°C 1390°C
De 20°C : 1090 g.L
Sodium
Acide HCI | 36.46 g/mol | <1 700 g.L* (eau) -30°C 48°C
chloridrique
Chlorure de NaCl | 58.44 g/mol | 7 357 g.L* (eau, 801 °C | 1465 °C
sodium 0°C)
Acide Entre
borique HsBO;z | 61.83g/mol | 5.1 | 47.2g.l'(eau, |169°Cet| 185°C
20°C) 171°C
Chlorure de 110,98 Dans | ‘
calcium CaCl /mol 8,5 ans 1’eau a 772 °C | 1935°C
’ J 20°C 1745 g.I

2.2.2. Présentation des excipients

a. L’alginate de sodium

L’alginate est un polysaccharide d’origine naturelle, extrait des algues brunes. Ce poly-

mére présente une alternance de résidus d’acide B-D-mannuronique (M) et o-L-

guluronique (G). En industrie alimentaire, 1’alginate de sodium est largement utilisé

comme agent épaississant, agent gélifiant et également comme stabilisateur colloidal. C’est

un additif peu col- teux, non toxique et biocompatible. L’une des particularités de
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I’alginate, exploité pour la microencapsulation de bactéries probiotiques, est son aptitude a
former un gel en présence de cations divalents (Ca?*). Le gel formé est soluble a un pH

neutre ou supérieur, et insoluble a un pH inférieur [58].

b. Povidone K30 :

La povidonek30 est le poly [1-(2-oxo-1-pyrrolidinyll) éthyléne] et consiste en polyméres
linéaires de la 1-vinylpyrrolidin-2-one. La povidone contient au minimum 11,5 % et
maximum 12.8 % d’azote, calculé par rapport a la substance anhydre. Les différents types

de povidone se caractérisent par leur viscosité en solution, exprimée par la constante K.

La povidone est une poudre trouvée sous différentes formes d’une couleur blanche, ou
blanc-jaune, inodore, et hygroscopique. La forme de poudre dépend de la valeur de grade
K. La povidone avec un grade égale au grade K-30 ou inferieure sont fabriqué par un LAF
et résulte a une forme de sphére, alors que la povidone d’un grade K-90 ou supérieure sont

fabriqué par un séchage au tombeur et donne une forme de paillettes.
c. Le stéarate de magnésium :

Le stéarate de magnésium est le sel de magnésium de I’acide stéarique, qui est
chimiquement plus connus que 1’acide octa-décanoique. Il est souvent utilisé comme
diluant dans I’industrie des comprimés, capsules, et poudre. Il est aussi tres utile pour ses
propriétés lubrifiantes empéchant les ingrédients de coller aux équipements industriels
pendant les procédés de fabrication des formes seche. Sa structure chimique est illustrée
par la figure 2.4 [59].

d. Le lactose monohydraté :

Le lactose est un glucide présent dans le lait des mammiféres (de 10 a 80 g/L) y compris
chez les humains, dont il tire son nom (étymologiquement sucre de lait) ; il est présent dans
le lait de vache et de brebis (45-50 g/L), en moindre quantité dans le lait de chevre (40-45
g/L) mais bien plus dans le lait maternel humain (65-70 g/L), un des plus riches qui soient

en lactose.

Le lactose est un glucide naturellement présent dans le lait des mammiféres. Le lactosérum
(petit lait) obtenu aprés séparation des matiéres grasses et précipitation de la caséine est

tres riche en lactose, qui représente 70 % a 75 % des matieres seches. Par évaporation et
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cristallisation du lactosérum, on obtient des cristaux durs et sablonneux d'hydrate de

lactose (formule C12H22011<H20). Les cristaux perdent leur eau par chauffage a 140 °C.

Ils fondent et se décomposent a 202 °C. [60].

Le tableau ci-dessus présente les caractéristiques physico-chimiques des excipients :

Tableau2.3 Présentation des excipients

Stéarate de Povidone k30 Alginate de Lactose
magnésium sodium monohydrate
Formule CisHssNaO:2 CssH108030 CesH7NaOs C12H22011 -
brute H20
Structure /\/\/\/\/vvv\i0 £ M o ' S.EO\H HSOOH
fni e £ Y. ~| noT—%0 OH
Chlmlque \/\/\/\/\/\/\/\/\rﬂ' Py P a @
¢ HO
Aspect Fine couche de Fine couche de Forme poudre Poudre blanche
couleur blanchea | couleur blanche & orange et cristalline,
blanc créme, blanc créme, inodore
inodore ou presque, | inodore ou
hygroscopique. presque ,
hygroscopique.
Solubilité Pratiquement Soluble dans les | Soluble dans I'eau
insoluble dans acides, 1’éthanol a .
) La solubilité du
I’éthanol (95%), | 95%, le méthanol,
lactose dans
’éther et 1’eau. I’eau. Insoluble
o ) I'eau est de
Légerement soluble | dans I'éther, les .
. 18,9049 ga 25
dans le benzéne Hydrocarbures et o
chaud et I’éthanol | I’huile minérale. ’
(95%) chaud.
pH Alcalin (pH>7) pH < 4 pH prés de 7
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Nous avons résumé les pourcentages utilisés et les réles des différents excipients

(alginate de sodium, povidone, le stéarate de magnésium et le lactose monohydrate) dans

le tableau suivant :

Tableau2.4 Matrice des excipients utilisés

Excipient Utilisation Concentration (%)
Alginate de sodium Agent gélifiant 2.6%
Povidone k30 Agent retardateur 2%
Stéarate de Lubrifiant 1%
magnésium
Lactose Agent de 40%
monohydrate remplissage

2.3.Matériel et équipement :

Les equipements utilisés dans notre partie pratique se trouvent au niveau du laboratoire de

recherche de chimie physique des interfaces des matériaux appliques a I’environnement de

[’université de Blida.

2.3.1. Matériels utilisés :

Les différents matériels utilisés pour la préparation de I’hydrogel et des billes d’alginate de

sodium sont résumés dans le tableau ci-dessous (Tableau 2.5) :
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Tableau2.5 Matériels de Préparation de 1’hydrogel et des billes d’alginate de sodium

Appareillage Marque Utilité
Balance électronique | KERN ABJ-NM/AB5-N La pesé des matieres premiéres
Agitateur Lab Tech La dissolution des matieres
magnétique
Homogeénéisateur IKA®T25 digital L’Homogénéisation et la dispersion de
ULTRATURRAX® la phase organique dans la phase
aqueuse
pH meétre OHAUS Mesure de pH
Pompe a vide L ABOPORT Filtration sous vide
Centrifugeuse Nabhita blue Separation des phases
FUGE LAB-GB10
Etuve Memmert Séchage
Pompe ISMATEC Formulation des billes

électrostatique

2.4.Méthode de dosage de la metformine par UV-Visible :

L'équipement utilisé pour la spectroscopie ultraviolet-visible est un spectrophotométre du
type schimadzu UV-1900, constitué par un systéeme optique, susceptible de fournir un
rayonnement monochromatique dans la région 200-800 nm, et par un dispositif approprié a
la mesure de I’absorbance. Il mesure l'intensité de la lumiere (I) passant a travers un
échantillon et la compare a I’intensité de la lumiére avant ce passage (lo). Le rapport | /lo

est appelé transmittance, et est habituellement exprimé comme un pourcentage.
L'absorbance, A, est exprimée a partir de la transmittance :
A= -1log(T) (2.1)

En analyse qualitative, par comparaison de notre spectre obtenu avec un spectre de
référence, la metformine a été solubilisé dans I’eau distillé, dans lequel on a préparé une

concentration de 0.01mg/ml.
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2.5.Extraction de la pectine :

2.5.1. Préparation de la matiere végetale :

Le matériel végétal que nous avons étudié était des écorces d'orange, récoltées entre mars
2022 et avril 2022 dans la zone de la Wilaya, Blida. Ces oranges sont d'abord préparées

selon le procédé suivant déja optimiseé dans notre laboratoire :

a) Lavage: Au laboratoire, les oranges sont lavées a l'eau du robinet, puis a I'eau
distillée, brossées pour enlever la poussiere et la crasse, séparées de la peau d'orange et

coupées en petits morceaux.

b) Séchage : Les écorces ont été séchées a 40°C pendant 24 heures dans une étuve de type
"memmert GmbH + Co. KG".

c) Broyage : Apres séchage, I'écorce séchée est finement broyée a l'aide d'un moulin a
grains Moulinex type DPA1 "La Moulinette 1000W" pour obtenir une poudre fine.

Figure 2.1 Poudre d’écorce d’orange
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(e) (d)

Figure 2.2 Préparation de la matiére végétale a partir des écorces d’oranges

2.5.2. Préparation des films de pectines :

L’extraction des pectines est effectuée sous reflux dans un milieu acide. Dans un ballon Bicol
d‘une capacité de 250 mL, introduire 4 g de poudre d‘écorce d‘orange dans 100 mL d‘eau,
acidifié avec HCI (0.1M) . Le systeme baigne dans un cristallisoir rempli d‘huile végétale et
le tout est chauffé a une température précise sous agitation continue a l1‘aide d‘un agitateur
magnétique pendant un temps spécifique. Plonger un thermométre électronique a I‘intérieur
du mélange pour relever la température dans le ballon. Une fois le temps d‘extraction
terminé, on filtre les résidus des écorces a chaud sur un papier filtre. On laisse le filtrat

refroidir pour éviter la dégradation de la pectine

Figure 2.3 Les étapes d’Extraction de la pectine sous reflux
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Apres la filtration de 1’extrait acide, on ajoute au filtrat un volume d‘éthanol équivalent au
volume de ce dernier. Le melange est mis sous agitation pendant 20 min a 300 tr/min & une
température ambiante. Séparer le gel obtenu par centrifugation de 4000 tours pendant 20
min. La pectine sous forme de gel est ensuite étalée sur des portefeuilles plastique et
séchée dans une étuve a une température de 50 °C pendant 24 heures afin d‘éliminer toute

trace de solvant (éthanol).

a)Avant le séchage b)Apres le séchage

Figure 2.4 Echantillons de pectines avant et apres le sechage

2.6. Degré d‘estérification (DE) :
2.6.1. Principe :

Le degré d‘estérification est déterminé par la méthode de titrage. C‘est un paramétre tres
important pour connaitre la nature des pectines (hautement ou faiblement méthylée), et par
conséquent mettre en valeur ces différentes caractéristiques telles que les conditions de

gélification.
2.6.2. Mode opératoire :

La méthode consiste a transférer 0,2 g de la pectine, humidifiée par 5 ml d‘éthanol. On
prépare une solution mere, en ajoutant 20 mL d‘eau distillée, puis on laisse agiter pendant

deux heures jusqu‘a la dissolution totale de la pectine.
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Aprés dissolution, on prépare une solution fille diluée dix fois (10 mL de la solution meére,

puis on ajoute de 1°eau distillé dans une fiole jugée de 100mL).

Le mélange est titré par une solution de NaOH (0,1M) en présence de quelques gouttes de
phénolphtaléine. Lorsque la couleur de solution vire vers le rose, on arréte le titrage, et on

note le V1 (volume initial) .

Ensuite, on ajoute 20 mL de NaOH (0,1M) sous agitation et on laisse reposer 15 min. Ajouter
10 mL de I'HCI (0.1 M) dans le bécher jusqu‘a la disparition totale de la couleur rose. Faire un
deuxieme titrage avec du NaOH (0.1M) jusqu‘a l'apparition d'une légére couleur rose. Ce

volume de titrage est noté V2 (volume final),

Le Degré d‘estérification est calculé par la formule suivante :

v2
DE(%) = m 100 (2.2)

Figure 2.5 Montage de détermination du degré d’estérification

2.7. Extraction de la caséine :

La caséine est une protéine qui représente environ 80 % de la teneur totale en protéines du
lait de vache. Existant sous forme de globules dans le lait et largement responsable de la
couleur blanche du lait, la caséine précipite hors de la solution lorsqu'elle est chauffée puis

exposée a l'acide. Une simple solution d'acide acétique, sous forme de vinaigre blanc
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distillé, fonctionne bien pour extraire la caséine du lait en poudre écrémé reconstitué. La
caseine précipitée forme une matiere blanche élastique que vous pouvez retirer du liquide
contenu dans le lait. La méthode d’extraction de la caséine est réalisée selon les étapes

suivantes :

Mélanger 50 g de lait écrémé en poudre et 1 litre d'eau distillée dans un récipient en

verre résistant a la chaleur.

Chauffez le mélange a 105 C°. Surveillez la température a l'aide d'un thermométre

électronique.

Ajouter lentement le vinaigre au mélange de lait. Remuez doucement le mélange avec la
spatule en plastique. Continuez a ajouter du vinaigre et remuez le mélange jusqu'a ce
que la caséine commence a précipiter du liquide en petites gouttes de matiére solide
blanche

Recueillir la caséine avec la spatule et la transférer dans un autre récipient. Continuez a
ajouter du vinaigre et retirez la caséine précipitée jusqu'a ce qu'il ne se forme plus de

caséine.

Versez tout liquide qui aurait pu se séparer de la caséine dans l'autre récipient en

plastique.

Figure 2.6 caséine
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2.8. Formulations :
2.8.1. Formation de gel pectine/caséine :

La formulation de gel pectine/caséine est réalisé selon le protocole donnée dans les étapes

suivantes :

e Dans un bécher, mélangez 1g de pectine dans 50ml d’eau distillé sous agitation a
température 60°C jusqu’au la solubilité¢ compléte de la pectine
e Ajouter 1g de la matiere active (metformine) au mélange précédent

e M:élangez 0.5g de la caséine dans 25 ml d’ecau distillé sous agitation jusqu’a la

solubilité compléte de la caséine.
e Versez lentement le mélange de la caséine dans la solution de pectine.

e Le mélange pectine /caséine est titré par une solution de Cacly (0,1M) jusqu’a la

formation du gel.

2.8.2. Procédé d’encapsulation de la metformine dans les billes gélifiees :

La formulation des billes est I'un des points importants de ce travail. Pour s'inscrire dans
une démarche d'écoconception, la matrice des billes est constituée d'alginate, un polymere
naturel. L'utilisation de ressources naturelles, renouvelables, et disponibles en grandes
quantités permet de développer un produit dont la production a un impact réduit sur

I'environnement.

Le protocole de préparation des billes gélifiées a base metformine est réalisé en suivants

les étapes citées ci-dessous :

e Meélangez 2.6g d’alginate de sodium dans 50ml d’eau distillé

e La solution d’alginate est soumise a une agitation magnétique (forte agitation)

e En parallele, Mélangez tout les excipients avec le PA dans 50ml d’eau distillée.

e Versez goute a goute le mélange excipients/PA dans la solution d’alginate de sodium

e Le mélange des solutions est introduit goute a goute a 1’aide d’une pompe péristaltique

avec un débit de 3,3 mL.min.
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Ces gouttes tombent dans 200 mL d’une solution de chlorure de calcium CaClz a 0,1M
avec une hauteur de chute de 6,5 cm (de la sortie du tube a la solution CaCl3) pour que

les billes soient bien sphériques.

Apres leurs formations, les billes contenant des bulles d’air flottent a la surface et sont
donc facilement ¢liminables. C’est pourquoi le mélange (CaCl2 + billes) reste
maintenu sous une faible agitation. Les billes obtenues sont laissées dans le bain de
CaCl2 pendant une durée totale de 24h.

Figure 2.7 : Montage de formation des billes
2.9. Caractérisation des billes :
2.9.1. Diameétre des billes :

Le diamétre des billes a été déterminé en prenant une population de 10 billes, mesurer
leur diamétre a 1’aide d’une reégle graduée et calculer le diamétre moyen de cette
population.

2.9.2. Mesure de la densité des billes (masse volumique) :

La mesure de la densité réelle des billes d’alginates a été réalisée par la méthode de

déplacement volumétrique.

La méthode de deplacement volumétrique consiste a pesé une quantité (m) de billes

d’alginates humide et placée dans une éprouvette graduée de volume d’eau mesuré.
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L'augmentation du volume aprés l'ajout des billes a été mesurée, et la densité a été

calculée a partir de la masse et le volume.

2.9.3. Taux d’humidité :

Pour déterminer le taux d’humidité (H) les billes sont chauffées a 105°C.

Des échantillons sont pesés et mis dans 1’étuve a 105°C jusqu'a 1’obtention de masses

constantes.
Le taux d’humidité est calculé par la formule suivante :

%TH = 5 % 100 2.3)
mH

AVEC:
mH : la masse de hilles humides
ms : la masse de billes séches

2.9.4. Mesure du taux de gonflement :

Les échantillons de billes sont pesés et plongés dans 1’eau distillé afin d’atteindre

I’équilibre du gonflement pendant 48h.
Le taux de gonflement est calculé par la formule suivante :

G(%) = % * 100 (2.4)

Avec :
mO : Masse initiale des billesa t=0 en g

mt : Masse des billes a chaque ten g
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2.9.5. Nombre des particules :

Le calcul de nombre des billes se fait aprés le procédé d’encapsulation en comptant tout le

nombre des billes.
2.10. Observation de la porosité des billes sous la loupe :

La porosité des billes est un paramétre essentiel a prendre en considération dans les

phénoménes de diffusion et libération.

Afin d’observer la porosité des billes nous avons eu recours a la loupe pour examiner la

structure de surface des particules.
La bille a été placée sur un support ensuite observée.

2.11. Test de dissolution :
2.11.1. Définition :

L’essai de dissolution est un test pharmaco-technique destiné a déterminer la plus ou moins
aptitude des formes galéniques a laisser passer dans un milieu déterminé le principe actif
quelle contient. Le passage en solution est apprécié par la présence du PA dans les
échantillons prélevés du milieu de dissolution grace aux dosages par spectroscopie UV-
Visible.

2.11.2. Courbes d’étalonnages :

Des courbes d’étalonnages dans différents milieux (Phl.2, pH4 et pH7) ont été utilisées
afin de déduire les concentrations de la metformine libérées durant les études de
dissolution a des temps préétablis. La longueur d’onde 233 nm (qui correspond a un
maximum d’absorption) a été retenue aprés un balayage spectral entre 190 et 500 nm de la

molécule.

Pour réaliser la courbe d’étalonnage ; une série de solutions filles a été préparée a partir
d’une solution mére. Nous avons préparé des courbes d’étalonnage dans les trois valeurs de
(pH1.2, pH4 et pH7). Les absorbances ont été mesurées a 233 nm en utilisant un

spectrophotométre UV-Vis.
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2.11.3. Préparations des milieux physiologiques :

La préparation des milieux physiologiques a été effectuée selon la pharmacopée

européenne 6éme édition publiée le 16 juillet 2008.
» Milieux gastriques :

Pour préparer le milieu a pH=1.2 on a introduit 250 ml de chlorure de sodium (NaCl)
0,2M dans une fiole jaugée de 1000ml, on ajoute 425 ml d’acide chlorhydrique (HCI)

0,2M puis on compléte au trait de jauge avec de I’eau distillée.

Pour préparer le milieu a pH=4 dans un bécher de 1L, ajouter environ 1L d'eau
déminéralisee, 10 g de nitrate de potassium et 0,820 g d'acétate de sodium. Ensuite apres
dissolution de tous les cristaux on ajuste le pH en ajoutant soit de la soude soit d’acide

chlorhydrique.
» Milieu intestinal :

Pour préparer le milieu a pH=7 on a introduit 250ml de dihydrogénophosphate de
potassium (KH2PO4) 0,2M dans une fiole jaugée de 1000ml, on ajoute 425ml
d’hydroxyde de sodium (NaOH) 0.2M puis on compléte au trait de jauge avec de 1’eau

distillée.

2.11.4. Principe du test :
a. Test de dissolution de I’hydrogel :

L’essai de dissolution de I’hydrogel de pectine contenant la metformine a été réalisé a
I’aide d’un dissolutest a palettes tournantes de marque Urweka permettant une agitation
continue du milieu de dissolution et la dispersion de 1’échantillon a analyser. Le gel est
soumis a une agitation constante dans une cuve contenant 500 ml de milieu de dissolution
(milieu gastrique 1.2), prepares au prealable et mis a une temperature de 37 + 0.5°C. La

vitesse de rotation des palettes est fixée a 100 trs/min.
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Figure2.8 la dissolution de 1’hydrogel dans le milieu gastrique pH 1.2
Dans chaque milieu, aux temps déterminés 40, 60, 120, 180, 240, 300, 360 minutes, des

échantillons de 5 ml du milieu ont été prélevés manuellement a I’aide d’une pipette et une
quantité équivalente du milieu de dissolution est ajoutée de nouveau pour maintenir le
volume du milieu constant. Les échantillons sont ensuite passés a la filtration par un filtre
seringue de 0,45 pum. Le filtrat obtenu est dilué avec le milieu adéquat puis dosés pas

spectrophotométrie UV-Visible & 233 nm.
b. Test de dissolution des billes :

Une fois le principe actif est encapsulé par la méthode d’extrusion, nous étudions I’aptitude
de ces particules a pouvoir libérer le principe actif. Pour cela, nous procédons au test de
dissolution qui nous permet de suivre a des intervalles de temps réguliers la libération de la
metformine depuis les particules d’alginate dans des conditions opératoires bien définies
afin de faire une comparaison entre les profils de dissolution dans trois tampons différents
(deux tampons acide pH1.2, pH4, et un tampon phosphate pH7).

Les essais de dissolution des microparticules polymériques encapsulant la metformine ont
été réalisés a ’aide d’un dissolutest a palettes tournantes permettant une agitation continue
du milieu de dissolution et la dispersion de 1’échantillon a analyser. Les échantillons de
microcapsules sont soumis a une agitation constante dans des cuves contenant 500 ml du
milieu de dissolution (milieu acide, milieu neutre et milieu basique), préparés au préalable
et mis a une température de 37 + 0.5°C. La vitesse de rotation des palettes est fixée a 100

trs/min.
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Figure2.9 la dissolution des billes dans les milieux ; tampon 1.2, tampon 4 et tampon 7
respectivement

Dans chaque milieu, aux temps déterminés 15, 60, 120, 180, 240, 300, 360 et 420 min, des
échantillons de 5 ml du milieu ont été prélevés manuellement a I’aide d’une pipette et une
quantité équivalente du milieu de dissolution est ajoutée de nouveau pour maintenir le
volume du milieu constant. Les échantillons sont ensuite passés a la filtration par un filtre
seringue de 0,45 um. Le filtrat obtenu est dilué¢ avec le milieu adéquat puis dosés pas

spectrophotométrie UV-Visible & 233 nm pour les trois milieux.
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Chapitre 3. Résultats et discussions

3.1.Introduction :
Dans ce chapitre seront présentés les principaux résultats expérimentaux obtenus avec les

interprétations. Ils seront structurés comme suit :

v’ Détermination de la longueur d’onde de la_metformine » par UV-Visible,
v" Formulation de I’hydrogel et des billes.
v' Etudes de libération prolongée in vitro.

3.2. Détermination de la longueur d’onde de la metformine par UV-Visible :
Afin de déterminer la longueur d’onde d’absorption maximale de la metformine dissoute
dans I’eau distill¢, un balayage dans le domaine situé entre 190 et 500 nm a été réalisé. La
figure ci-dessous illustre le spectre obtenu.
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Figure3. 1 Spectre UV de la metformine

La Figure 3.1 montre le spectre d'absorption UV-Vis de la metformine dans I’cau distillée.
On observe dans ce spectre une bande d’absorption maximale situé a A max = 233 nm, cette

longueur d’onde est similaire a celle mentionnée dans la bibliographie.
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Dans ce cas, on peut utiliser I’UV-Vis comme outil de caractérisation qualitative de notre

substance active.
3.3. Les formulations :
a. Aspect du gel pectine /caséine :

On a obtenu un gel visqueux relativement homogéne de couleur orange

Figure3.2 Texture du gel pectine/caséine

b. Encapsulation de la Metformine dans les billes gélifiées d’alginate de sodium :

Les billes obtenues sont relativement homogeénes en taille, de forme sphérique

Figure3.3 les billes gélifiées
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3.4.Caractérisation des billes :

Nous avons résumé les valeurs de diameétre, densité, taux de gonflement et le taux

d’humidité des billes dans le tableau suivant :

Tableau3.1: Caractéristiques physiques des billes

Diameétre Densité Taux de Taux humidité
gonflement
Billes 3.5mm 1.055 15% 98%

e D’aprés les résultats illustrés dans le tableau, la densité des billes est supérieure a celle

d’eau. Elle varie entre 1.03 et 1.243.

e Un faible taux de gonflement est obtenu grace a la composition des billes

e Le taux d’humidité est treés élevé car le solvant utilisé dans la formulation est de I’eau

c’est pour cette raison les billes contiennent beaucoup d’eau.

- Nombre de particules :

On a calculé le nombre des billes, on a obtenu environs 520 billes en démarrant de 2.6g

d’alginate de sodium.

3.5.0bservation de la porosité des billes sous loupe :

Le résultat de 1’observation des billes sous loupe est illustré sur la figure ci-dessous

Figure3.4 Porosité des billes
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On remarque que la bille présente des pores qui vont jouer un réle important dans la

libération du principe actif. Parce que sans cette porosité on n’aura pas la libération du PA.

3.6.Test de dissolution :

Les courbes standard des trois milieux sont indiqués sur les figures ci-dessous

14 7 14
12 y=0,004x% 12 ¥ = 0,004x
R?= 0,993 R =0,993
17 1-
w 084 w 0.8
2 =
“ 06 - -« 0,6 -
0,4 - 0,4
02 02
0 0 1
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
C (mgfl) C (mgl)
Figure 3.5 Courbe d'étalonnage de la Figure 3.6 Courbe d'étalonnage de la
metformine dans le tampon pH1.2 metformine dans le tampon pH4
1,8
16 1 y = 0,084x
1,4 4 RZ= 0,994
c 12
2
s 17
2 08
2
< 06
04
0,2
0 T |

10 15 20 25

Concentration mg/|

Figure 3.7 Courbe d'étalonnage de la metformine dans le tampon pH7

a. Résultats de libération de ’hydrogel :

On remarque visuellement que le gel ne s’est homogénéisé completement dans le tampon

acide pH=1.2.
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Calcul des pourcentages de dissolution :

Les valeurs des concentrations des échantillons collectés a différents intervalles de temps
et analysés par UV-Visible ont été calculées en utilisant 1’équation y = 0.064x a partir de

leur absorbances (Tableau 3.2)

Tableau3.2 valeurs des concentrations de la metformine

Temps (min) 0 40 60 | 120 | 180 | 240 | 300 | 360

Cech (Mg/ml) 0 001 | 001 | 001 | 001 | 001 | 001 | 001

Le pourcentage de dissolution de la metformine a partir du gel a été calculé en utilisant la

relation 3.1 :
Le pourcentage de dissolution (%) = % *100.......cieeveeene. (3.2)

Sachant que :
CO0 : c’est la concentration initiale de 1’échantillon, C0=13 mg/I.

Le tableau 3.3 regroupe les pourcentages de dissolution de chaque échantillon en fonction

du temps.
Tableau3.3 Les pourcentages de dissolution de la metformine
Temps (min) 0 40 60 120 180 240 300 360
Rendement 0 76.92 | 76.92 | 76.92 | 76.92 | 76.92 | 76.92 | 76.92
(%)
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La figure 3.8 illustre le profil de dissolution de la metformine dans le milieu gastrique
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Figure3.8. Profils de dissolution de la metformine dans le milieu gastrique

On remarque que la metformine s’est libérée complétement dans les premiéres 40 mn du
test avec un rendement de 76.92%, on peut dire alors que cette forme présente une

libération immédiate.
b. Résultat de libération de la metformine encapsulé dans les billes :

On remarque visuellement que les billes ne se sont pas solubilisées completement dans les
tampons acide (pH 1.2 et pH 4), contrairement au tampon phosphate (pH 7) ou il se sont

complétement solubiliser.
Calcul des pourcentages de dissolution :

A partir des courbes détalonnage des trois milieux différents ; illustrée dans les Figures
3.5, 3.6, 3.7 nous avons obtenu respectivement pour les milieux acides pH1.2, pH4, et le
milieu neutre pH7 les équations suivantes : y = 0.064x, y = 0.064x et y = 0.084x. Les
valeurs des concentrations des echantillons collectés a différents intervalles de temps et
analyses par UV-Visible ont été calculées en utilisant ces équations a partir de leur

absorbances (Tableau 3.4)
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Tableau3.4 valeurs des concentrations de la metformine dans les trois tampons

Tampon acide pH 1.2

Temps (min) 0 15 60 120 180 240 300 360 420

Cech (mg/ml) 0 0.031 | 0.16 0.1 0.11 0.14 | 0.14 0.13 0.13

Tampon acide pH 4

Temps (min) 0 15 60 120 180 240 300 360 420

Cech (mg/ml) 0 0.095 | 0.097 | 0.068 | 0.047 | 0.047 | 0.047 | 0.047 | 0.047

Tampon phosphate pH 7

Temps (min) 0 15 60 120 180 240 300 360 420

Cech (mg/ml) 0 0 0.2 022 | 025 | 026 | 0.27 0.27 | 0.28

Le pourcentage de dissolution de la metformine a partir des microcapsules polymériques a

été calculé en utilisant la relation (3.1)
Sachant que :
CO0 : c’est la concentration initiale de 1’échantillon, CO=400 mg/I.

Le tableau 3.5 regroupe les pourcentages de dissolution de chaque échantillon en fonction

du temps.

Tableau3.5 Les pourcentages de dissolution de la metformine dans les trois tampons

Tampon acide pH 1.2

Temps (min) 0] 15 60 120 180 240 300 360 420

Rendement (%) |0 | 7.81 | 39.06 | 27.34 | 28.2 | 35.15 | 34.14 | 31.25 | 31.25

Tampon acide pH 4

Temps (min) 0| 15 60 120 180 240 300 360 420

% de dissolution | 0 | 23.82 | 24.21 17 11.72 | 11.72 | 11.72 | 11.72 | 11.72

Tampon phosphate pH 7

Temps (min) 0] 15 60 120 180 240 300 360 420

Rendement (%) | O 0 50 56 62.5 65 67 69.4 | 70.2
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La figure 3.9 illustre le profil de dissolution de la metformine dans les trois tampons :
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Figure3.9 Profils de dissolution de la metformine dans les trois tampons

Aprés les 7h du test environs 70.2% du principe actif a éte libére a pH 7, alors que

seulement 31 % et 11% de la matiere active a été libéré au pH 1.2 et pH 4 respectivement.

La libération in vitro de la metformine a partir des microcapsules d'alginate chargées a été
évaluée en mesurant le pourcentage de libération cumulée. Les résultats ont montré qu'a
pH 1.2 et 4, presque toutes les billes étaient conservées intactes avec de trés faibles
quantités libérées de PA. Ce comportement dépend de la nature du polymere. En effet, en
milieu acide I’alginate de sodium ne se solubilise pas. Le passage de la metformine dans le
milieu est uniquement gouverné par un phénomeéne de diffusion a travers le systeme
matriciel polymérique. Ces conclusions s’accordent a celles retrouvées dans la littérature.
En effet, dans leur étude, S. Shukla et al [61] ont procédé a I’encapsulation du furoate de
diloxanide dans des microsphéres d’alginate. Lors de 1’é¢tude de libération du médicament
in vitro de toutes les microspheres dans un milieu gastro-intestinal (GI) simulé a des pH
différents, le pourcentage cumulé du taux de médicament libéré a partir des microspheres
dans SGF (milieu gastrique simulé) et SIF (milieu intestinal simulé) aprés 4h variait 5,62 +
0,66% a 14,41 + 1,35%. L’étude a également démontré que les billes d’alginates

maintiennent leur intégrité dans I’estomac et 1’intestin gréle [61]. De leur part, M.M.
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Ahmed et al [62] ont préparé des microparticules de diclofénac sodique/alginate de
sodium, Les microparticules dalginate chargees ont été évaluee en mesurant le
pourcentage de libération cumulé. Les résultats ont montré aussi qu'a pH acide toutes les
microparticules étaient conservées intactes presque sans gonflement (méme cas que nous),
ce qui a ralenti la vitesse de libération du médicament (pas plus de 16% du médicament

chargé a été libéré) qui est également peu soluble dans ce milieu.

Au contraire, lors du passage des microparticules du milieu gastrique simulée vers le
milieu intestinal simulée, une amélioration prononcée a été detectée quant a la fraction
dissoute du médicament en raison du gonflement des microparticules et de I'augmentation

de la vitesse de libération [61].

En effet, les résultats ont montré que la libération in vitro du médicament a partir des
microparticules est pH-dépendante. Dans les régions acides, nous observons un taux de
dissolution maximum de 31.25% pour le pH1.2 et 11.72% pour le pH4 apres 7h mais qui
restent inférieur a 50%. Ces faibles taux de dissolution en milieu acide sont dus
essentiellement a la faible solubilité de 1’alginate de sodium en milieu acide, ce qui permet
a l’alginate de rester sous forme réticulé d’ou son intérét dans la production de formes
galéniques gastro-résistantes. Mais aussi a la structure interne qui pourrait laisser échapper
le PA tout en conservant intacte le réseau polymérique ; donc ces deux milieux ne
présentent pas une cinétique de libération prolongée puisque la libération du PA est
devenue constante apres 6h et 3h pour les milieux pH1.2 et pH4 respectivement ; ¢’est une

libération immédiate.

Par la suite, lors du passage des microparticules du milieu acide vers la région alcaline, une
amélioration prononcée a été detectée dans le taux de libération du médicament, en raison
de l'augmentation de la solubilité du biopolymére. En effet, seul le tampon phosphate pH7
a montré un taux de dissolution remarquable indiquant alors une efficacité d’encapsulation
optimale. La valeur maximale du taux de dissolution de 70.2% a été observés. Aprés 7
heures d’essai on peut dire que ce milieu montre une libération prolongée ; les billes
liberent de maniere progressive leur contenu médicamenteux a une plus grande vitesse

dans le tampon phosphate.
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Cependant, pour expliquer ces résultats et comprendre les phénomenes incriminés dans ce
processus biopharmaceutique (libération et dissolution), nous proposons de faire une étude
paramétrique et comparative en jouons sur les variables de formulation, a savoir la
concentration en alginate de sodium, concentration des agents réticulant, et aussi a la
vitesse d’agitation. Afin de décortiquer et analyser 1’influence de chaque paramétre sur le

taux de dissolution de ces formulations et leur efficacité d’encapsulation respectives.
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Conclusion
générale



Conclusion geneérale

La libération prolongée du point de vue industriel est une innovation, elle permet la
synthese et la commercialisation de nouveaux principes actifs, aussi elle permet

I’amélioration d'une molécule existante par I'optimisation de sa forme galénique

L’objectif du travail qui nous fut confiés dans le cadre de ce mémoire est d’étudier

I’effet d’un biopolymeére sur la libération prolongée, donc la mise au point :

= D’un hydrogel avec [Iutilisation d’une combinaison pectine/caséine comme
biopolymere.
= Des billes polymériques idéales a base d’alginate tout en évaluant I’impact des

parameétres de Composition et opératoires impliqués dans leur mise au point

Nous avons réalisé une encapsulation de la metformine par un procédé d’extrusion. Ceci
afin d’aboutir a une forme galénique avec une libération prolongée dans le temps grace
a un systeme matriciel a base d’un biopolymeére extrait d’algues brunes qui est 1’alginate

de sodium.

L’essai de dissolution reste un essai incontournable dans 1’évaluation de la qualité des
médicaments car il fournit une idée sur le comportement du produit in vivo a savoir la

libération du principe actif a partir de sa forme galénique.

Les résultats de la dissolution de ’hydrogel montrent que cette forme présente une
libération immédiate, car ce dernier a libérer 76.92% de la matiére active dans les

premiéres 40minutes.

Par ailleurs, les résultats de la dissolution in vitro des microparticules préparées
montrent que la libération de la metformine est pH-dépendante ; les billes sont restées
dans leur état dans les milieux gastriques par contre ils ont montré une libération
prolongée jusqu’a 07 heures pour le milieu intestinale pH7, ce qui concorde avec le

séjour du médicament dans I’intestin.

Comme perspectives pour ce travail et afin de ’enrichir et d’apporter plus de détails sur

les résultats obtenus, il serait souhaitable de :

- Poursuivre les formulations afin de bien cerner I’impact de la vitesse d’agitation sur la

taille des particules et le taux de dissolution.
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- De faire la caractérisation par la microscopie électronique a balayage qui permet

également de décrire les détails de la structure de ces microparticules polymériques.

- Faire une analyse (HPLC)
- Envisager des études in vivo.
- Une bonne corrélation entre les tests in vivo et in vitro va nous permettre une

meilleure approche en ce qui concerne la bioéquivalence des spécialités étudiées
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