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RESUME

Des nanoparticules d'hydroxyapatite (HAp) et d'hydroxyapatite/S-cyclodextrine:eugénol
(HAp/p-CD:Eg) ont été préparées dans la solution modifiée de fluide corporel simulé (SBF)
dans les conditions physiologiques (pH=7,4, température = 37 °C).

Le complexe d’inclusion f-CD:Eg a servi de matrice pour la synthése de nanoparticules
HAp/f-CD:Eg afin d'améliorer la nanoarchitecture de I’HAp ainsi que sa cristallinité. Les
nanoparticules ont été caractérisées par spectroscopie FT-IR et microscopie électronique a
balayage (MEB). Le complexe d’inclusion a base de f-CD et d’Eg (4-allyl-2-méthoxyphénol),
principal composé actif de I'huile essentielle de clou de girofle, connu pour son large éventail
d'activités biologiques, a été préparé par la méthode de pétrissage et de co-précipitation. Le
complexe d'inclusion ainsi formé est caractérisé par un rapport steechiométrique 1:1 et par une
constante de formation de 419,56 mol 'dm®; et analysé par FTIR et UV-Visible. Apres
immersion des particules d’HAp/f-CD:Eg dans la solution SBF, nous avons remarqué un
début de nucléation favorisé par la présence de I’HAp, percevable par une croissance
réguliere et concentrique de particules bien structurées formant des paquets reliés les uns aux
autres par des jonctions, donnant ainsi un aspect chou-fleur (caulliflower) a la morphologie

ultime du systéme hybride.

Mots clés : f-cyclodextrine, Eugénol, Complexe d'inclusion, Hydroxyapatite, Fluide corporel

simulé.



ABSTRACT

Hydroxyapatite (HAp) and hydroxyapatite/f-cyclodextrin:eugenol (HAp/f-CD:Eg)
nanoparticles were successfully prepared in the modified simulated body fluid (SBF) solution
at the physiological conditions (pH 7.4, temperature = 37 °C). f-CD:Eg inclusion complexe
acted as templates for the synthesis of HAp/f-CD:Eg nanoparticles to improve the
nanoarchitecture of HAp and its crystallinity. The nanoparticles were characterized by FT-IR
spectroscopy and scanning electron microscopy (SEM). Kneading and coprecipitation
methods were applied to prepare the inclusion complex involving f-CD and Eg (4-allyl-2-
méthoxyphénol), main active compound of the essential oil of clove, known for its wide range
of biological activities. The 1:1 stoichiometric ratio of the formed inclusion complex was
characterized by a formation constant of 419,56 mol™' dm? and analyzed by FTIR, and UV—
Vis. After immersion of the HAp/f-CD:Eg particles in the SBF solution, we noticed an onset
of nucleation promoted by the presence of HAp, perceivable by a steady and concentric
growth of well-structured particles forming packets connected to each other by junctions, thus
giving a caulliflower look to the ultimate morphology of the hybrid system.

Keywords: S-Cyclodextrin, Eugenol, Inclusion complex, Hydroxyapatite, Simulated
body fluid
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INTRODUCTION

Les nanoparticules (NP) ont suscité un intérét particulier dans diverse domaines en tant
que nouveaux systémes de délivrance de molécules actives. De tels vecteurs nanométriques
présentent plusieurs facettes vis-a-vis de la molécule transportée [1-3]: (1) sa solubilisation
dans les milieux Physiologique, (2) sa protection contre la dégradation, (3) I’amélioration de
sa diffusion a travers 1'épithélium, d'ou sa biodisponibilité, et (4) la modification de son profil
de distribution tissulaire. Le principal avantage de ces nanoparticules en tant que véhicules
spécifiques de libération de molécules actives est la capacité de ciblage précis [4]. En effet,
les nanoparticules ont été fabriquées a partir de plusieurs matériaux, notamment des métaux,
des polymeéres organiques, des céramiques et des produits biologiques, avec des structures

sphériques, ramifiées ou en coque.

Les nanoparticules que nous voulons concevoir sont destinées a 1’encapsulation des
huiles essentielles, dont I’utilisation est souvent entravée par leur dégradation et leur
biodisponibilité réduite dans le corps humain. Généralement, a cause de leur faible solubilité
dans I’eau, leur forte volatilité et leur sensibilité aux conditions environnementales (lumiere,
chaleur, oxygene) [5]. Etant trés sensibles a 1’oxydation, les huiles essentielles peuvent étre
dégradées pendant la formulation, le transport et le stockage au point qu'elles deviennent
inefficaces, voire néfastes avec la formation de dérivés toxiques [6]. La nanoencapsulation de
ces huiles essentielles semble €tre une méthode efficace pour surmonter les contraintes
physico-chimiques susmentionnées, améliorant leurs activités biologiques, leurs stabilités et

leurs biodisponibilités.

Pour cela le choix des matériaux s’est fait en se basant sur des critéres vitaux tels que:
I’absence de toxicité, la bonne biocompatibilité ainsi que d’autres propriétés bioactives. Ainsi,
le vecteur doit étre non toxique, protége le principe actif jusqu’a sa cible, et permet une
libération adéquate. Il peut étre de nature biologique (virus, bactéries, hématies, ...),
particulaire (nanoparticule, liposome, ...), ou moléculaire (polymere, molécule-cage, ...). Le
choix du matériau pour synthétiser les nanoparticules se fait selon les propriétés désirées et
leurs domaines d’application, soit en utilisant un seul type de matériaux, soit en combinant
plusieurs matériaux de la méme nature ou de natures différentes (systemes hybrides binaires,
ternaires, ...), ce qui nous permet d’obtenir des nanoparticules aux propriétés extrémement

variées et/ou améliorées.

12



Nous avons choisi Les hydroxyapatites (HAp) Caio(POs)s(OH)2, qui sont des matériaux
inorganiques trés importants en biologie et en chimie, et la f-cyclodextrine en raison de ses

caractéristiques multifonctionnelles en plus de son pouvoir complexant.

Les nanoparticules de biocéramique a base de phosphate de calcium, a savoir
I'hydroxyapatite, ont été largement utilisées, en raison de leur grande bioactivité et
biocompatibilité [7-9]. En effet, une excellente adhérence des nanoparticules de phosphate de
calcium aux molécules d'ADN a été observée, résultant de I'affinité des ions Ca®>" a la surface
de ces nanoparticules a former des liaisons avec les groupements phosphates hélicoidaux des
acides nucléiques. Aussi I’HAp est souvent utilisée en tant que biomatériaux pour le
revétement de prothéses osseuses, car elle est osteoconductives, biocompatibles, non toxiques,
ne produisant aucune réponse inflammatoire, et forme une bonne adhérence avec 1'os sans

formation de capsule fibreuse.

La principale performance de la pf-cyclodextrine dans diverses applications, est
étroitement liée a sa capacité a former des complexes d'inclusion (CI) avec des molécules
organiques (substances biologiquement et pharmaceutiquement importantes) et a fabriquer
des vecteurs hotes-invités; les molécules lipophiles peuvent étre insérés dans la cavité
hydrophobe de la f-cyclodextrine, améliorant la solubilité, la stabilité¢ (contre 1'effet de la
lumiére, de la chaleur et de I'oxydation) et la biodisponibilit¢ de divers molécules
hydrophobes, et modifiant certaines propriétés chimiques et physiques des molécules
invitées[ 1, 10]. De plus, ce qui fait de la f-cyclodextrine un bon candidat pour les systémes de
nanovectorisation spécifiques, c'est son hydrolyse et son absorption faciles dans l'estomac et

sa fermentation en saccharides plus petits par la microflore intestinale.

L'utilisation de la pf-cyclodextrine pour 1’encapsulation des huiles essentielles est

largement répandue [11-13].

L'eugénol (4-allyl-2-méthoxyphénol) est un hydroxyphénylpropéne aromatique extrait
de I'huile essentielle de clou de girofle [14]. Le role de cette molécule dans la prévention et le
traitement des maladies a fait I'objet d'une grande attention [15]. Elle sert d’analgésique, anti-
inflammatoire, antiviral, antifongique, antiseptique, antispasmodique, antiémétique et
anesthésique local, et elle est largement utilisée dans I’industrie pharmaceutique [16-19]. Elle
a été utilisée pour le traitement des maladies gastriques, de la diarrhée chronique, de I'acné, de

I'asthme, de la polyarthrite rhumatoide et de diverses allergies [20,21]. De plus, ses propriétés
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et applications antifongiques et antibactériennes ont ét¢ démontrées par la Food and Drug
Administration [22,23]. L'eugénol est extrémement utilis¢é dans I’industrie cosmétique, la
parfumerie ainsi que l'alimentation et les ardmes. L'arome de vanille le plus exigeant est
synthétisé a partir de 1'eugénol [24]. L'enrobage d'amidon modifié¢ par 1'eugénol est souvent

utilisé pour I'emballage antioxydant de la viande et du poisson [25,26].

Cependant, sa faible solubilité dans 1’eau, sa volatilité et sa thermolabilité¢ limitent ses
applications et sa biodisponibilité. De plus, I’Eg s’oxyde, se décompose ou s’évapore
facilement lorsqu’il est exposé a 1’air, a la lumiére ou a la chaleur. Inclure cette substance
dans des molécules hdtes appropriées, c’est-a-dire la nanoencapsulation assure la protection,
la stabilité, la conservation et la libération contrdlée de ce composé [27]. L'inclusion de
I'eugénol dans le f-CD favorise sa solubilité dans l'eau, sa biodisponibilité et augmente sa
stabilit¢ moléculaire [28-30]. Plusieurs études expérimentales ont rapporté la formation de
complexes d'inclusion de l'eugénol avec des agents encapsulants, comme la f-cyclodextrine,
pour réduire les effets indésirables (irritation localisée de la peau et dermatite allergique de

contact), augmenter sa solubilité aqueuse et prolonger son activité biologique.

Dans cette étude, un complexe d'inclusion a base de f-CD et le composant principal de
I'huile essentielle de clou de girofle, en 1’occurrence l'eugénol a été préparé par la méthode de

co-précipitation et de pétrissage. Ce complexe a été analysé par FTIR et UV-Vis.

L’encapsulation de I’eugénol dans la f-CD fut la premicre étape de notre travail, ensuite
nous avons procédé¢ a la préparation de nanoparticules a base d'HAp, et d'un systéme binaire
‘HAp/f-CD’ dans un milieu biomimétique (liquide corporel simulé, SBF) dans des conditions
physiologiques, soit une température de 37 °C et un pH de 7,4. D'autre part, nous avons
consacré une partie de ce travail a I’étude du comportement des particules d'HAp, et d
‘HAp/p-CD:Eg’ qui ont été¢ préparées dans un fluide biomimétique ayant une composition
similaire a la composition du plasma sanguin, dont le but est le développement de nouveaux

biomatériaux de substitution osseuse et vecteurs de molécules actives.

Le bio-nanomatériau hybride HAp/f-CD devrait étre doté de certaines propriétés
spécifiques a la libération de 1’eugénol, a savoir: (a) une biocompatibilité, (b) une protection
contre la décomposition enzymatique, (¢) une diminution de perte de médicament pendant le
transport, (d) une moindre toxicité, (e) grande efficacité thérapeutique, et (f) une stabilité

photochimique et thermique. Mais surtout et en raison de I’existence de I’entité
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hydroxyapatite dans sa composition il sera capable d’acheminer des molécules bioactives vers
les tissus osseux spécifiquement d’une part, et peut étre utilisé comme matériaux de
substitution osseux destinés a faciliter la réossification d’un défaut ne pouvant se cicatriser

sans apport extérieur lors d’une perte osseuse.

Le but principal de ce travail est de combiner des molécules aux propriétés
intéressantes, pour la conception d’un nano-vecteur aux propriétés améliorées, grace a la
synergie engendrée par des perturbations mutuelles, pour 1’encapsulation des huiles
essentielles ainsi que d’autres composés organiques intéressants, dont 1’intérét est mis a profit

dans divers domaines surtout le secteur pharmaceutique et médical.

Ce manuscrit débute avec une introduction globale sur le sujet, et s’articule en trois

parties :

» La premicre partie appelée étude bibliographique, expose et clarifie toutes les notions
et propriétés chimiques des ¢léments entrepris dans ce travail.

» La deuxiéme partie, matériel et méthodes, détaillera le volet expérimental de ce
travail.

» La troisiéme partie, nommée résultats et discussion, est consacrée a 1’exhibition de
tous les résultats de synthéses et de caractérisations avec les méthodes analytiques
spectroscopiques, et bien sir, tous les résultats de ce travail sont ainsi discutés dans ce

méme chapitre.

Enfin, la conclusion de ce manuscrit a pour objectif de tirer un bilan de cette étude et propose

des ouvertures quant a la poursuite du projet.
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CHAPITRE 1
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. L’encapsulation

1.1.1 Définition

L’encapsulation est un procédé qui consiste a piéger une substance ou un mélange de
substances a l’intérieur de matériaux adaptés pour isoler la substance encapsulée de son
milieu extérieur et la protéger de la dégradation ou I’inhibition de son activité jusqu’a ce
qu’elle atteint son milieu cible [31]. L’encapsulation joue un rdle trés important dans les
secteurs  pharmaceutiques, cosmétiques, agro-alimentaires, industries chimiques,
nutraceutiques, agriculture et textile du fait que les matériaux protégent les composés
sensibles de I’humidité, la chaleur ou des conditions extrémes, améliorant aussi leur stabilité

et leur viabilité.

1.1.2 Intéréts de ’encapsulation

L’encapsulation peut protéger la molécule invitée contre 1’oxydation ou les dommages
causés par la chaleur. Elles peuvent aussi jouer le role de transporteurs dans des formulations
pharmaceutiques. Elles peuvent augmenter la capacité d'encapsulation de la molécule invitée,
améliorer la stabilit¢ du médicament et réguler efficacement le taux de libération du
médicament. Elles sont largement appliquées dans les formulations pharmaceutiques pour
améliorer la solubilité, la stabilité et la biodisponibilit¢ des médicaments. Les CD sont
¢galement utilisés pour améliorer le gotit et la saveur des boissons, pour dissoudre les parfums
et supprimer leur volatilit¢ ou pour protéger les composés instables lorsqu’ils sont exposés a
la lumiére ou a I’oxygene. La grande importance des CD dans les applications industrielles et
la recherche réside principalement dans leur capacité a former sélectivement des complexes

d’inclusions avec d’autres substances [32,33].

1.1.3 Procédés d’encapsulation

Le choix d’une technique d’encapsulation se fera en fonction de la nature du principe
actif a encapsuler, de ses propriétés physique et chimique et du matériau de paroi, de la taille
des particules souhaitée, de I’application envisagée (pharmaceutique, cosmétique,

agroalimentaire), etc. [34]. La vitesse et les conditions de libération prévues, des rendements
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d’encapsulation nécessaires et des contraintes de fabrication et de colt. Les principales

méthodes d’encapsulation sont : coacervation, polymérisation in situ.

1.2. Cvyclodextrines et les complexes d’inclusion

1.2.1 Cyclodextrines

Les cyclodextrines sont trés utilisées dans 1’industrie pharmaceutique, surtout dans le
domaine de la délivrance des médicaments, en raison de leur capacité de complexation. Les
caractéristiques principales qui ont rendu la cyclodextrine une molécule trés convoitée par les
scientifiques, consiste a améliorer la solubilité, la stabilité, ainsi que la protection et la
biodisponibilit¢ des molécules médicamenteuses. La vectorisation par la f-cyclodextrine a
résolu beaucoup de problémes associés a la délivrance des médicaments hydrophobes par des

voies différentes vers des sites spécifiques.

a. Structure chimique des cyclodextrines

Les CD sont une famille d’oligosaccharides cycliques avec une surface externe
hydrophile et une cavité centrale lipophile. Les molécules de cyclodextrine sont relativement
grandes avec un certain nombre de donneurs et d’accepteurs d'hydrogéne, par conséquent,
elles ne pénétrent pas dans les membranes lipophiles. Les cyclodextrines proviennent de la
dégradation enzymatique suivie d’une transglycosylation intramoléculaire de I’amidon sous
I’action de la CGTase [35]. Les CD naturelles les plus rencontrées renferment 6, 7 et 8 unités
glycosidiques (Figure 1.1A) en configuration chaise reliées entre elles par des liaisons
glycosidiques a-1,4 et sont désignées a-, - et y-CD, respectivement (Figure 1.2). Cet

arrangement est a 1’origine de la forme d’un cylindre conique des CD.
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Figure 1.1. Structure chimique des Cyclodextrines. (A) Unités glucose, (B) Représentation des

faces primaire et secondaire.
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Figure 1.2. Structure développée des trois principales CDs.
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La partie extérieure des cyclodextrines (surface de contact avec le solvant) est

hautement hydrophile a cause des groupements hydroxyles qui se trouvent sur sa surface. Sur

le coté large du cone se trouvent les hydroxyles secondaires portés par les carbone C2 et C3

d’ou I’appellation face secondaire (Figure 1.1B), alors que sur le coté étroit on trouve les

hydroxyles primaires (d’ou I’appellation face primaire) portés par le carbone C6, qui ont plus

tot une libre rotation par rapport aux hydroxyles secondaires, ce qui fait diminuer le diamétre

effective de ce coté. Quant a la partie intérieure, cette derniére est tapissée par des atomes de

carbone et d’hydrogene, les hydrogenes étant portés par les carbone C3 et C5. On trouve aussi

les atomes d’oxygene impliqués dans la liaison glycosidiques, cela confére a la cavité un

caractere hydrophobe apolaire [36,37 ].

b. Propriétés physico-chimiques des cyclodextrines
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Les principales caractéristiques physicochimiques de ces trois CD sont regroupées dans

le Tableau 1.1.

Les CD sont des molécules cristallines, homogeénes et non hygroscopiques, et se
trouvent sous forme hydratée a 1’état solide. Le diamétre de la cavité et la masse moléculaire
augmentent avec le nombre d’unités glycopyranoses alors que la hauteur est la méme pour les
trois CD. Par contre, la solubilité de ces trois cyclodextrines est indépendante des parameétres
géométriques, la f-CD étant la moins soluble. Ceci s’explique par la rigidité de la structure
due a la présence d’une ceinture compléte de sept liaisons hydrogénes au niveau de la
couronne secondaire. Ces liaisons hydrogeénes mettent en jeu un groupe hydroxyle d’une unité
glucose (OH2) avec un autre groupe hydroxyle (OH3) de I’unité adjacente. L’a-CD et la vy-
CD plus flexibles et ayant des unités glucose inclinées, ne contiennent pas cette ceinture
continue de liaisons hydrogéne des hydroxyles secondaires (OH2 et OH3). Elles favorisent

donc les liaisons hydrogenes avec le solvant augmentant ainsi leur solubilité aqueuse.
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Tableau 1.1 : Propriétés physico-chimiques des principales Cyclodextrines [38].

Type a-CD B-CD v-CD
Structure
o ATEBA |

sk

Yy

et J."fr =
Nombre de D- glucoses 6 7 8
Formule brute (anhydre) | C36H60030 C42H70035 C48H80040
Carbones asymétriques 30 35 40
Masse atomique | 972,85 1134,99 1297,14
(anhydre)
Longueur de la cavité (A) | 7,9 +0,1 7.9 +0,1 7.9 +0,1
Diamétre de la cavité (A) | 4,7-5,3 6,0-6,6 7,5-8,4
Diamétre extérieur (A) 14,6+0.4 15,6+0,4 17+0,4
Volume de la cavité (A%) | 174 262 427
pKa, 25°C 2,33 12,20 12,08
Solubilit¢  (eau, 25°C) | 0,1211 0,0163 0,168
mol.I'!
Solubilité (eau, 25°C) g/l | 14,5 1,85 23,2
Point de fusion (°C) 275 280 275
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Plusieurs méthodes ont été développées pour améliorer sa solubilit¢ dont la plus
importante est la modification chimique par greffage de groupements la transformant en
dérivés plus solubles [39-41]. Néanmoins, la f-CD reste la molécule la plus intéressante et la
plus utilisée pour la complexation, d’ailleurs elle représente plus de 95% de la production

totale des cyclodextrines [42].

La structure des CD et I’orientation particuliere des diverses fonctions hydroxyles des
unités glycopyranose, leur confeérent un caractére amphiphile caractéristique qui leur permet
de jouer le réle de molécules hotes et d’inclure dans leur cavité des invités hydrophobes pour

former des complexes d’inclusion.

OH OH oH

U s JLIETEE LTI Do JTLIETER SLTETR o LTETETSY

e — BeneaH— 3
4 4

H H

M ﬂl.:.'\-"l..

Figure 1.3. Liaisons hydrogénes intramoléculaires au sein d’une S-CD.

c. Toxicité et métabolisme des cyvclodextrines

Les CD s’hydrolysent dans I’organisme humain en libérant du glucose, en plus son absorption
par le tractus humain est négligeable et se dégrade immédiatement par le biais des bactéries
qui colonisent le colon [43], ce qui induit qu’elles sont dépourvues de toute toxicité. Des
¢tudes faites ont démontré que la toxicité, in vivo, reste négligeable, parce que les CD perdent
absolument leur capacité a interagir avec les constituants membranaires quand leur cavité est

occupée [44-47].
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Figure 1.4. Effet des cyclodextrines sur les membranes biologiques et libération de I’invité. A :
extraction du cholestérol et des phospholipides par les cyclodextrines ; B1 : libération de I’invité

par la cyclodextrine, B2 : liaisons aux protéines plasmatiques, B3 : absorption par les tissus.

La cytotoxicité induite par les CD (a fortes concentrations) est due a 1’extraction des
composants vitaux (cholestérol et phospholipides) et & la perméabilisation membranaire

indépendamment du type cellulaire (Figure 1.4).

Toutefois ces composés peuvent causer quelque désagrément non dangereux, par
exemple, la B-CD peut provoquer des diarrhées quand elle est administrée en forte
concentration. Aussi, sa faible solubilité (1,85 mg mL™") peut provoquer une néphrotoxicité
due a sa cristallisation quand elle est administrée par voie parentérale. Un autre probléme
fréquent est I’interaction des CD avec les molécules du cholestérol, qui cause leur extraction

des tissus rénaux [48].

d. Domaine d’application

Elle est utilisée dans divers domaines : pharmaceutique, dépollution de 1’eau ou de I’air,

cosmétique ou agroalimentaire...
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1.2.2 Les complexes d’inclusion

a. Définition

Un complexe d’inclusion est une association d’au moins deux molécules, dont 1’une, le
substrat ou « molécule invitée » est encapsulée totalement ou partiellement (suivant sa taille)

par ’autre appelée le récepteur ou « molécule hote », sous ’effet d’interactions faibles.

La molécule hote est capable d’inclure la molécule invitée dans sa cavité, ce qui résulte en
une encapsulation stable sans formation de liaison covalente ce qui permet une dissociation

aisée et douce du complexe formé [49].

Biotechnologie et Polymérisation Agro-Alimentaire
enzymologie

-

- ¢ g TR Analyse chimique

Catalyse
Domaine
d’application
Textile Ik b Cosmétologie
Polymeérisation Analyse chimique pharmacologie

Figure 1.5. Domaine d’application des CDs.

b. Mécanisme de formation

Compte tenu du role essentiel joué par ’eau, le mécanisme d’inclusion peut étre divisé en
plusieurs étapes (Figure 1.6):
v Rapprochement entre ’hote et I’invité ;
v" Elimination du solvant au sein de la cavité impliquant ainsi 1’expulsion de
molécules d’eau ;
v" Libération de 1’eau autour de I’invité et transfert de molécules d’eau vers le reste

de la solution ;
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v"Interactions entre les substituants de I’invité et les groupements fonctionnels de la
CD en bordure ou a I’intérieur de la cavité (interactions de Van der Walls);

v Formalisation possible de liaisons hydrogéne entre I’invité et la CD;

v Restructuration de 1’eau autour des parties de 1’invité exposées au solvant apres
son inclusion.

Ce processus est trés rapide, mais la vitesse de formation du complexe ainsi que sa
stabilit¢ dépendent néanmoins de la géométrie des molécules impliquées ; en effet, la
premicre étape, la quatriéme ainsi que la cinquieme peuvent étre retardées par des génes
stériques.

La compatibilit¢ géométrique entre la CD et la molécule invitée s’aveére primordiale
pour le mécanisme de formation du complexe d’inclusion. En effet, des invités de taille
importante ne peuvent s’insérer dans la cavité centrale, méme de fagon partielle, ils ne
peuvent pas former des complexes d’inclusion stables. Il en est de méme pour les invités de
petite taille qui pourront s’insérer dans la cavité parce que les CDs ne pourront pas les

maintenir dedans du fait des faibles interactions formées entre eux.

@ Molécule d'eau
(H.0)

Figure 1.6. Mécanisme de formation du complexe d’inclusion.

La steechiométrie des complexes obtenus dépend de la taille et de la géométrie de la
molécule invitée. Si la molécule est de petite taille, la f-CD peut encapsuler plus de deux

invités, des rapports (molécules : f-CD) de 2:1, 3:1 ... sont ainsi obtenus. Par contre, si la

24



molécule invitée est de grande taille, plusieurs f-CD interviennent dans la complexation de
cette derniere avec des rapports (molécules : f-CD) de 1:2, 1:3,.... Enfin, le cas le plus
fréquent est le complexe de steechiométrie 1:1 obtenu par ’interaction d’une molécule invitée

avec une molécule de f-CD (Figure 1.7).

Enfin la complexation peut se faire en solution ou a 1’état solide par un simple contact
des deux molécules ‘host-guest’, seulement les techniques et les conditions différent selon le

besoin.

2:1 2:2

Figure 1.7. Représentation schématique de la formation des complexes d’inclusion de steechiométries

différentes.

c. Facteurs influencant le procédé d'inclusion

» Taille de la cavité

Le type de la CD peut influencer la formation, la nature et la stabilit¢ des complexes des
CDs. Pour la complexation, la taille de la cavit¢ des CDs est un facteur a prendre en
considération avant d’entamer la reaction de complexation. La taille des trois types de CD

differe [50].
» Influence du PH

Le pH des solutions influence considérablement la nature (neutre ou ionisée) des

molécules ionisables (selon leur constante d’acidité pKa). Pour la plupart des molécules, la
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forme ionisée de la molécule invitée a une interaction plus faible au CD comparé aux

molécules non ionisées ou neutres particulierement si la CD est neutre.
» Influence de la température

Evidemment, la variation de la température peut affecter le procédé de complexation.
Dans la plupart des cas, 'augmentation de la température, diminue la constante apparente de
stabilit¢ du complexe formé. L'effet a été expliqué par la réduction possible des forces

d'interaction internes.

d. Forces stabilisantes les complexes d’inclusions :

Le phénomene d’inclusion-complexation ne fait intervenir aucune liaison covalente,
mais uniquement des forces telles que les liaisons hydrogéne ou des interactions de Van der

Waals, ce qui permet ainsi a la molécule invitée, d'ouvrir la voie a de multiples applications.

Plusieurs contributions énergétiques ont ¢t¢ mises en €vidence pour expliquer les
interactions mises en jeu lors de la formation de complexes d’inclusion a base de

cyclodextrines.
» Interactions de Van der Waals

Les forces de Van der Waals (VDW), du nom du Hollandais Johannes Diederik Van der
Walls, (1837 -1923), prix Nobel de physique 1910, sont des forces électromagnétiques
résiduelles faibles, d’origine quantique, s’exer¢ant entre des molécules et méme des atomes
neutres. En fait, il s’agit de la combinaison de trois types de forces distinctes résultant de
différents effets :

v" Force de Keesom (effets d'orientation) ;

v" Force de Debye (effets d'induction) ;

v Force de London (effets de dispersion).

» Formation des liaisons hydrogéne

Parmi les molécules polaires, celles qui comportent des atomes d’hydrogéne présentent
parfois des interactions plus fortes que celles des forces de Van der Waals. L’atome

d’hydrogene « fait le pont » entre deux atomes ou plus alors qu’il n’a qu’un ¢lectron.
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Cette liaison hydrogeéne n’est donc pas une liaison ordinaire. Elle ne se manifeste qu’avec des
atomes tres ¢lectronégatifs. Une liaison hydrogéne peut s’établir entre un atome d’hydrogéne
li¢ par covalence a un atome A tres ¢électronégatif (F, O, N) et un atome B trés électronégatif
porteur d’un doublet non liant. La longueur de la liaison hydrogene est de 200 pm (picometre)

environ.
» Energie de transfert de charge

Lorsque deux molécules interagissent, une faible quantité d’électrons circulent de 1’une
vers 1’autre. Par exemple, dans 1’équilibre géométrique d’un dimére linéaire de molécules
d’eau HO-H...OH2, la molécule d’eau accepteuse de protons a transféré environ 0.05N a la
molécule d’eau donneuse de protons. L’énergie attractive associée a ce transfert de charge est
appelée ¢énergie de transfert de charge. C’est I’action simultanée de plusieurs de ces
interactions qui rend effective I’inclusion spécifique, les phénoménes de reconnaissances

moléculaires étant dus a la coopération de multiples interactions faibles.

e. Préparation des complexes d’inclusion :

Il existe diverses techniques de préparation des complexes d’inclusion. La méthode de
préparation doit étre choisie selon les applications envisagées car elle influence sur les
caractéristiques physicochimiques et la dissolution du complexe. La préparation peut
s’effectuer en milieu liquide ou solide en allant de simples méthodes de laboratoire jusqu'a

I’échelle industrielle.

Elle consiste généralement a dissoudre la CD en présence de I’invité puis laisser un
équilibre s’établir. Le complexe sera par la suite récupéré sous forme solide. Les méthodes
souvent utilisées sont les suivantes [51]:

v" Inclusion par cristallisation de la solution (co-précipitation)
Inclusion par co-mélange (co-grinding)
Inclusion en suspension (slurry)
Inclusion par pétrissage (paste/kneading)
Inclusion en méthode humide (damp)
Inclusion par extrusion
Inclusion a sec

Inclusion par neutralisation

DN N N N Y N N N

Inclusion par co-évaporation
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Séchage par atomisation/ pulvérisation (spray drying)
Séchage par lyophilisation (freeze drying)

v
v
v" Inclusion au CO2 supercritique
v" Inclusion par microondes

f. Caractérisation des complexes

L’étude des complexes d’inclusion s’appuie sur différentes étapes. La premicre étape
est la détermination de la steechiométrie du systeme formé. Aprés avoir défini la
steechiométrie du complexe, il faut étudier la constante d’association et les parametres
thermodynamiques qui reflétent la stabilit¢ et les différentes forces d’interactions

intervenantes durant 1’inclusion.

» Détermination de la steechiométrie par la méthode de variation continue

La méthode de job ou la méthode de variation continue est une méthode de titration
simple et largement utilisée pour déterminer la stcechiométrie des complexes d’inclusion de
CDs.
Supposant que la formation du complexe implique n molécules de CD et m molécules a
inclure (I), ceci sera décrit par :

nCD+ ml <—> CDn:Im

[CD]+ [I]: Constant
R : [I]/ ([I] + [CD]) est la proportion molaire de la molécule invitée

En UV-Vis, la détermination de la steechiométrie se fait par I’enregistrement d’une série
de spectres d’absorption de I’invité, vu que les CDs ne présentent pas de chromophore, puis
on suit la variation des spectres qui doivent se déplacer en présence de CD. La stecechiométrie
d’un systéme est obtenue en rapportant AABS x R en fonction du R. En générale, le tracé de

job ou la courbe obtenue est sous forme d’une cloche qui passe par un maximum.

» Détermination des constantes d’association et les paramétres thermodynamiques

par UV-Visible

L’UV-visible est utilisée pour déterminer la steechiométrie du complexe p-
cyclodextrine:Eugenol, et sa constante de formation Kr en utilisant la méthode de la double

réciproque se basant sur I’équation de Benesi—Hildebrand:

1 1
e[EgloK; B — CDI" ' €[Egl,

Eq3.1

1
A
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Ou:

A : Absorbance de la solution de I’Eg a chaque concentration de la 5-CD.

[Eg]o : Concentration initiale de la solution d’Eg.

[5-CD] : Concentration de la f-cyclodextrine.

K¢ : Constante de formation apparente.

n : Taux d'inclusion

¢ : Coefficient d'absorption du system supramoléculaire f-CD : Eg.

La valeur de n est le taux d'inclusion lorsque la courbe est une ligne droite et la valeur de Kr

est la valeur de l'interception par rapport a la pente.

1.3. Huile essentielle de clou de girofle :

1.3.1 Composition chimique :

L'é¢tude de la composition chimique d’huile essentielle de clou de girofle a permis de
déterminer les éléments chimiques naturels qui la constituent, elle est dominée par 1’eugénol
(pouvant atteindre 82,27% du produit). L’acétate d’eugényle fait également partie des
composants de I’huile essentielle de girofle avec un taux de 12,7% ainsi que la béta-

caryophylléne (3,99%) et I’alpha-humuléne (0,48%).

Une autre ¢étude a montré aussi qu’il s'agit de mélanges complexes et variables de constituants
qui appartiennent a deux groupes caractérisés par des origines bio-synthétiques distinctes
[52]:
v Le groupe des terpénoides constitué exclusivement de mono et sesquiterpénes et leurs
produits d'oxydation.
v' Le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane beaucoup moins

fréquents.

1.3.2 L’eugénol

Eugénol (4-allyl-2-méthoxyphénol) (Figure 1.8) est un hydroxyphénylpropéne
aromatique et est extrait de 1'huile de clou de girofle. Il sert d'analgésique, anti-inflammatoire,
antiviral, antifongique, antiseptique, antispasmodique, antiémétique et anesthésique local, et il
est largement utilisé dans les industries pharmaceutiques. L'eugénol a également été utilisé
pour le traitement des maladies gastriques, de la diarrhée chronique, de 1'acné, de I'asthme, de
la polyarthrite rhumatoide et de diverses allergies. Il démontre également un effet timicrobien

et antioxydant propriétés dans plusieurs rapports. L'eugénol est extrémement utilisé¢ dans les
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industries des cosmétiques, de la parfumerie ainsi que de l'alimentation et des ardmes.
L'aréme de vanille le plus exigeant est synthétisé a partir de l'eugénol. L'amidon modifié¢ a

I'eugénol est souvent utilisé¢ pour I'emballage antioxydant de la viande et du poisson [53-55].

OoH

(a)
Figure 1.8. Eugénol : (a) structure chimique, (b) aspect physique

1.3.3 Complexation des huiles essentielles

Les cyclodextrines ont la capacit¢ de former des complexes d’inclusion avec des
molécules hydrophobes telles que les huiles essentielles, les huiles végétales, etc. le but de
cette union supramoléculaire est :

» Augmentation de la solubilité

Les HEs et leurs composants sont utilisés dans diverses industries. Ils souffrent
cependant d’une faible solubilité aqueuse. Les complexes d’inclusion de CDs permettent
d’augmenter leur solubilité et leur vitesse de dissolution et donc leur biodisponibilité. De plus,
la complexation permet de diminuer la volatilité¢ ainsi que la tendance a l'agrégation de ces

molécules lipophiles.
» Augmentation de la stabilité

Les composants des HE sont connus pour étre trés sensibles a la lumicre, lair, la
température et au pH. Les CDs permettent d’augmenter la stabilité de 1’invité piégé vis-a-vis
de I’hydrolyse, 1’oxydation, les réarrangements stériques, 1’isomérisation, la racémisation, la
polymérisation et méme la décomposition enzymatique. L’encapsulation ralentit voire

supprime la réactivité de I’invité.

> Réduction de la volatilité
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La complexation par les CDs en solution ou a 1’état solide permet de réduire la volatilité
des huiles essentielles, limitant ainsi les pertes par évaporation. Il a ét¢ démontré que

I’encapsulation diminuait la volatilité du linalol et de 1’acétate de benzyle.
» Diminution des effets indésirables

Le principal effet secondaire des HE est I’irritation des muqueuses et de la peau.
L’augmentation de la biodisponibilité comme nous avons déja évoqué précédemment permet

de réduire les doses et ainsi que les effets indésirables.

De plus, la dissolution rapide qu’offrent les complexes de CD évite le contact direct de
I’invité avec la muqueuse gastrique et 1’agrégation des molécules lipophiles ce qui diminue

par conséquent I’irritation de la muqueuse gastrique.
» Transformation d’un liquide en poudre

Apreés complexation et séchage, la poudre obtenue est facile a manier et présente

I’avantage de conserver les HE sous forme solide.
» L’amélioration des activités biologiques

L’encapsulation moléculaire avec les CDs pourraient répondre a un objectif
fondamental de I’amélioration de I’efficacité thérapeutique de ces molécules tout en les

protégeant et diminuant leurs effets indésirables.
» Libération contrélée

Divers CDs et polyméres de CD ont ainsi été utilisés pour permettre la libération
prolongée d’huiles essentielles et d’aromes. Cette propriété peut étre intéressante pour la
réalisation de désodorisants ou pour I’aromathérapie. La libération des composés peut étre

modulée en fonction de la température ou de I’humidité.

1.4 HYDROXYAPATITE
1.4.1 Généralités

L'os est un composite multiphase, dont les principaux constituants sont la matrice de
collagene osseux et I'hydroxyapatite assemblée Caio(POs)s(OH)2 comme principal constituant

inorganique [56]. L’HAp synthétique est largement utilis¢é dans diverses applications
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biomédicales sous forme de nanopoudres, films, échafaudages et revétements [57]. Les
especes chimiques constituant ’HAp sont : Ca, P, O et H, qui sont acceptées comme éléments
non toxiques. L’hydroxyapatite est un matériau inorganique trés important en biologie et en
chimie [58]. Elle représente une famille de minéraux isomorphes appelés les apatites. Elle est
présente dans la nature principalement comme fluoro-apatite. Les HAp biologiques les plus
fréquentes sont les phosphates de calcium cristallins [59], premier constituant minéral des
os, de I’émail dentaire et de la dentine. Ils sont trés modulables en termes de composition et
morphologie. Les apatites biologiques sont non steechiométriques et ont une taille
nanométrique dans l'os et la dentine et une taille micrométrique dans 1'émail [60]. Les HAp
synthétiques sont souvent utilisées en tant que biomatériaux pour le revétement de protheses

osseuses et comme DDS.

Plusieurs études ont montré que I'HAp poreuse est osteoconductive, biocompatible,
non-toxique, ne produisant aucune réponse inflammatoire, et forme une bonne adhérence -
avec 1'os sans formation de capsule fibreuse. Elle se résorbe avec le temps mais sa dégradation

est tres lente [61, 62].

Les propriétés chimiques de sa surface a I'échelle nanométrique (par exemple : groupes
fonctionnels a la surface, distribution de charge), et sa structure morphologique (par exemple
taille de grain, forme, distribution, rugosit¢) détermine le type de son interaction avec
I'environnement biologique (protéines, molécules de la matrice extracellulaire, et les cellules)

[63,64].

La préparation des poudres d’HAp avec des caractéristiques bien précises (morphologie,
steechiométrie, cristallinité et distribution de taille des cristaux) est importante dans la

biomédecine et la science des matériaux.

1.4.2 Domaines d’application(HAp)

Les utilisations de I'hydroxyapatite varient dans plusieurs domaines en fonction de leur

importance.
» Applications médicales

Comme évoqué précédemment, les HAp en tant que constituant minéral principal des os
et de ’email dentaire, posseédent de trés bonnes propriétés de biocompatibilité et notamment

des propriétés d’adsorption spécifique des cellules ou de protéines. Elles sont donc utilisées
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fréquemment dans le domaine de la médecine et de la pharmacie. Les HAp servent par
exemple de matériaux de substitution pour le remplacement ou la régénération de tissus

malades ou endommagés.

Tableau 1.2. Propriétés de I'hydroxyapatite[65].

Aspect physique Poudre blanche, fine et poussiéreuse
Densité 3,156 g/cm3

pKs a T—25°C'et pZf—f5- Entre 115 et 117

7]
Solubilité Dans l'acide nitrique
Dureté(ecnelle de 5

Mohs)
Indice de réfraction —1,633-1,667

=1,630-1,664

Structure cristalline Hexagonal,

groupe spatial P63/m,

paramétres de maille a — 9,37Aetc —
6,88A

Proprietes biologique Biocompatible, osteoconductible et
bioactive

33



Figure 1.9. Implants dentaires.

Enfin, il peut étre indiqué dans une tumeur osseuse, ou une partie de l'os doit étre
enlevé, tels que le remplissage de joints artificiels avec une couche d'Hydroxyapatite a utiliser

comme alternative artificiel.

Figure 1.10. Joint artificiel.

Figure 1.11. Mise en place d’une cale en Hydroxyapatite.
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» Application industrielle

L'hydroxyapatite synthétique est également utilisée couramment comme phase

stationnaire dans les colonnes chromatographiques pour la séparation de diverses molécules.

Dans le domaine de la catalyse hétérogeéne, I'hydroxyapatite joue aussi un role important
comme support catalytique en synthése organique [66,67] ou en catalyse asymétrique pour
l'obtention de composés énantiomeres purs [68]. Elle est également utilisée comme catalyseur
dans l'industrie des polymeéres pour la déshydrogénation et la déshydratation des alcools

primaires, ainsi que dans l'industrie des sucres.

Les apatites sont aussi utilisées comme additifs potentiels pour le traitement des sols
pollués [69,70] et comme matériaux de remblayage entrant dans la composition des barric¢res

construites pour le confinement des déchets radioactifs [71].

1.4.3 Les nanoparticules d’hydroxyapatite

La synthese a I'état solide met en jeu des poudres de réactifs tels que Caz(PO4)..n
H>O(s) avec Ca(OH)2(s) dont le mélange est ensuite chauffé a trés haute température, de 300

a 1200°C.

Comparativement a la préparation par voie humide, la synthése par voie séche a le grand
avantage d'atteindre une composition steechiométrique mais son coft reste élevé eu égard aux

températures €levées.

On distingue aussi la synthése mécano-chimique dont le principe consiste en la perturbation
par pression des espéces liées en surface pour accroitre les réactions thermodynamiques et

cinétiques entre les solides.

Autre voie plus récente (voie biomimétique) s'inspirant des conditions in-situ est utilisée pour

reproduire les phosphate de calcium (HAp) ayant des propriétés proches de 1'os naturel [72].
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PARTIE 2

MATERIELS ET METHODES

2.1. Produits et Matériel :

La p-cyclodextrine (C42H70035), Le nitrate de calcium tétrahydraté Ca(NO3)-4H>O a
ét¢ achet¢ auprés de Sigma-Aldrich. Le chlorure de sodium NaCl (99,5%),
I’hydrogénocarbonate de sodium NaHCOs3 (99,5%), le chlorure de potassium (KCl) (99,0%),
I’hydrogénophosphate de sodium dihydrat¢é (Na2HPO4-2H20) (99,5%), le chlorure de
magnésium hexahydrat¢ MgCl-6HO (99,0%), le sulfate de sodium NaxSO4, le
tris(hydroxyméthyl) aminométhane (CH2OH);CNHz (99,5%), le chlorure de sodium dihydraté
CaCl2.2H20 (99,0 %) et I’acide chlorhydrique HCI (37 % en volume) ont ¢été fournis par
Merck. L eugénol a été fourni par le laboratoire LCSN-BioM.

Les spectres infrarouges ont été enregistrés sur un spectromeétre infrarouge a
transformée de Fourier (FTIR) de type THERMOSCIENTIFIQUE. Les caractéristiques
morphologiques et microstructurales des produits en poudre ont été étudiées par microscopie
¢lectronique a balayage (MEB) (QUANTA 650 FEI couplé avec BRUKER XFlash 6/10). Les
analyses UV-visible (UV-Vis) ont été effectuées a 1'aide du spectrophotometre RAYLEIGH
UV-2601.

2.2. Svynthése du complexe d’inclusion f#-cyclodextrine :Eugénol (8-CD :Eg)

2.2.1. Détermination de la steechiométrie par la méthode de variation continue

La méthode de job ou la méthode de variation continue [73, 74] a ét¢ employée afin de
déterminer la stoechiométrie du complexe ¢étudi¢ S-CD:Eg. Dans notre travail la propriété
physico-chimique suivie est 1’absorbance (ABS) en UV-Visible. Nous avons préparé¢ dans
1’¢éthanol une série de mélange S-CD/Eg de concentration différentes, tout en gardant [Eg]+[
S-CD]=constante=50uM. L’absorbance a été enregistrée pour chacune de ces solutions a
température ambiante (Figure 2.1). La stoechiométrie du systéme est obtenue en rapportant

AABS x R en fonction du R.
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[Eg]=50 pm [Eg]=45 uM [Eg]=40 uM [Eg]=35 uM
[6-CD]=0 um [6-CD]=5uM [6-CD]=10 um [6-CD]=15 uM
Somme=50 uM Somme=50 uM Somme=50 pM Somme=50 uM \
—a
| [Egl=30 um [Eg]=25 uM [Eg]=20 um [Eg]=15 um .
| [6-CD]=20 uM [6-CD]=25 pM [6-CD]=30 uMm [6-CD]=35 uM
. Somme=50 uM Somme=50 uM Somme=50 pM Somme=50 uM
i -
Spectrophotomeétre UV.-Visible
[Egl=30 uMm [Eg]=30 uM [Egl=30 uMm
[8-CD]=20 pM [6-CD]=20 um [8-CD]=20 pM
Somme=50 uM Somme=50 pM Somme=50 uM

Figure 2.1. Protocole expérimental suivi pour la détermination de la steechiométrie par UV-Vis.

2.2.2. Détermination de la constante de formation par UV-Visible

Pour déterminer la constante d’association nous avons réalis€¢ une série de mélange,
Eugénol+pf-cyclodextrine, ou I’Eg (molécule titrée) est maintenue a une concentration fixe de
10 uM dans I’éthanol alors que la f-CD (molécule titrante) est ajoutée a des concentrations

croissantes 0-100 uM dans I’eau distillé.

(- o [+ el (+ el p—
[Eg]=10. uM [Eg]=10 uM [Egl=10 um -
[6-CD]=10 pMm [6-CD]=20 um [6-CD]=40. pM
|- S

Spectrophotométre UV-Visible

e T S -
[Eg]=10 um [Eg]=10 pMm [Egl=10 um
[6-CD]=60 uM [6-CD]=80 um [6-CD]=100 uM

Figure 2.2. Protocole expérimental suivi pour la détermination de la constante de formation par UV-
Vis.
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Nous avons utilisé¢ la spectroscopie UV-Visible pour déterminer la constante de

formation (Kf) [75-77]. L’absorbance de chaque solution a été mesurée (Figure 2.2).

2.2.3. Préparation du complexe d’inclusion f-CD:Eg

La préparation du complexe d’inclusion S-CD:Eg est basée sur les résultats obtenus
dans la partie de la méthode de variation continue, et Benesi-Hildebrand suggérant un rapport

molaire f-CD:Eg de 1:1.
> Inclusion par co-precipitation (ethanol-water system method)

Une solution éthanolique de Eg est ajoutée goutte a goutte a une solution aqueuse de f-
cyclodextrine, préalablement chauffée a 50 °C dans un rapport molaire de 1:1. Le mélange est
agité pendant 1 h, puis refroidi a température ambiante, le complexe ainsi formé est laissé

précipiter au repos pendant toute la nuit.

Apres filtration, le précipité est lavé deux fois avec de 1'eau distillée et séché a 40 ° C
pendant 3 jours, finalement, est stocké dans un dessiccateur couvert avec du papier aluminium

pour éviter la pénétration de la lumicre.

> Inclusion par co-mélange ou méthode de pétrissage (kneading method)

Un mélange de Eg et de f-CD dans un rapport molaire de 1:1 est humidifié avec de
'eau-éthanol (1:1 v/v) (agent de diffusion favorisant I’interaction de I’Eg avec la f-CD) et
malax¢é dans un mortier en agate pendant 30 minutes. Ensuite, le mélange est séché a 40 °C

pendant plus 24 h. Le complexe obtenu est broyé¢ et stocké comme indiqué ci-dessus.

2.2.4. Caractérisation physico-chimique du complexe d’inclusion

> La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)
La spectroscopie FTIR est utilisée pour évaluer la formation du complexe d’inclusion
de I’Eg avec la pS-CD par les deux méthodes a [D’aide d’un spectrometre
(THERMOSCIENTIFIQUE) équipé avec un accessoire ATR (réflexion totale atténuée) dans

un intervalle de fréquence entre 4000 et 400 cm™.

2.3. Préparation des nanoparticules d’HAp chargées de I’Eg sous forme d’un

complexe f-CD:Eg

2.3.1. Préparation de fluide corporel simulé (SBF)
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La solution SBF (Simulated Body Fluid) ou Kokubo [78-80] est préparée comme
indiqué dans le Tableau 2.1 [81] et utilisée pour la préparation des nanoparticules d’HAp, et

HAp/p-CD:Eg.

Tableau 2.1. Réactifs pour la préparation de la solution SBF.

Réactifs SBF (g/L)
NaCl 7,996
NaHCO:s 0,350
KCl 0,224
Na,HPO4.2H,0O 0.228
MgCl».6H,0O 0,305
1 M HCI 40 mL
CaClL.2H,O 0,278
NaxSO4 0,071
(CH20H);CNH: 6,057

La solution SBF est préparée en dissolvant des quantités des produits chimiques
indiqués dans le Tableau 2.1 dans de 1'eau désionisée. Les produits chimiques sont ajoutés
dans 1'ordre indiqué dans le tableau, un a la fois et apres sa dissolution compléte dans 700 mL

d'eau.

Une quantité de 15 mL de solution de HCI (1M) est ajoutée a la solution précédente (les
composants indiqués dans le Tableau 2.1 de 1 a 5 dans 700 ml d'eau distillée) juste avant
I'ajout de CaCl,-2H»0O. Sinon, la solution afficherait une légere turbidité. La partie restante de
la solution de HCI est utilisée pendant le titrage ultérieur. Aprés l'ajout du
tris(hydroxyméthyl)aminométhane (Tris), la température de la solution est augmentée de la
température ambiante a la température de 37°C, a ce moment la solution est titrée avec du
HCI1 (1M) jusqu'a un pH de 7,4. Au cours du processus de titrage, la solution est diluée en
continu avec des ajouts successifs d'eau déminéralisée pour rendre le volume final égal a 1L.
Au total, une quantité de 39 mL de solution de 1M HCI est consommée pour les ajustements

de pH lors de la préparation de 1L de la solution SBF.

Dans ce présent travail, il est observé que la solution SBF préparée pouvait étre stockée

dans une bouteille en polyéthyléne a 5°C pendant un mois sans subir de dégradation.

2.3.2. Préparation biomimétique des nanoparticules HAp et HAp/f-CD:Eg:
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Un organigramme typique du processus de la syntheése des nanoparticules d’HAp et

HAp /f-CD:Eg est présenté sur le Schéma 2.1.

Dans deux béchers, des quantités des solutions de 0,4 M Ca(NO3)2:4H>0 et de 0,16 M
(NH4)>HPO4 (ou un mélange de 0,16 M (NH4)>HPO4 avec une quantité appropriée de CI de f-
CD:Eg), quantités requises pour obtenir un rapport molaire Ca/P de 1,67 (stecechiométrie
standard pour I'HAp pur), sont dissoutes dans la solution SBF. Ensuite, les syntheses des
nanoparticules d’HAp et HAp/f-CD:Eg dans la solution SBF sont réalisées. Au cours du
procédé, une solution d'hydrogénophosphate d'ammonium (ou un mélange de la solution
d'hydrogénophosphate d'ammonium avec le CI f-CD:Eg) est ajoutée en continu a la solution
du sel de nitrate de calcium tétrahydraté. Une fois formé, le précipité est laissé au repos
pendant 2 h a température ambiante sous agitation magnétique, puis pendant une nuit sans
agitation. L'étape suivante était la centrifugation du systéme, le produit ainsi récupéré est
ensuite lavé avec de I'eau ultrapure et désionisée puis séché durant une nuit dans une étuve a
80 °C. Le produit ainsi séché est légerement broyée a l'aide d'un mortier et d'un pilon en

agate.
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Schéma 2.1. Organigramme pour la synthése biomimétique des nanoparticules HAp et HAp/f-CD:Eg
dans une solution SBF modifiée, a 37 °C et pH 7,4.
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2.3.3. Comportement de PHAp et de PHAp/f-CD:Eg dans un bio-fluide (Test de bio-
activité)

L’investigation dans les solutions acellulaires avec des concentrations ioniques semblables a

celles du fluide du corps permet 1’étude des changements chimiques et minéralogiques de
I’implant sous des conditions qui simulent les interactions physiologiques entre la surface du
matériau et le site de I’implant. L’immersion de phosphate de calcium dans une solution
simulant le liquide corporel (SBF) a comme conséquences des processus de dissolution et de
précipitation en raison de I’instabilité structurale et biochimique du matériau. Le but de ce test
est d’étudier le comportement in vitro de la poudre d’HAp et d’HAp/S-CD:Eg dans une
solution simulant le liquide physiologique (SBF). Le test de bioactivité in vitro consiste en

I’immersion de la poudre d’HAp et HAp/f-CD:Eg dans la solution SBF et maintenue a 37°C.

> Procédure expérimentale
Des échantillons de masse connue ont été placés dans des récipients en polypropyléne
avec 20 ml de la solution SBF préparée de la méme manicre décrite auparavant. Les récipients
recouverts ont été portés a 37°C dans une étuve biologique (incubateur) pendant 3, 6 et 9
jours. Les échantillons ont été ensuite lavés avec de ’eau distillée et séchés a 1’air libre.

L’analyse morphologique a été faite par microscope €lectronique a balayage.
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CHAPITRE 3

RESULTATS ET DISCUSSION

4.1. Svnthése du complexe d’inclusion f#-cyclodextrine :Eugénol (5-CD :Eg)

4.1.1. Détermination de la steechiométrie par la méthode de variation continue

La courbe du systeéme supramoléculaire f-CD:Eg est présentée sur la Figure 3.1. Un
maximum a R=0,5 est observé (cette condition expérimentale remplie celle recommandée
dans la littérature quant a la formation d’un complexe). Donc 1I’Eugénol forme un complexe
de steechiométrie 1:1 avec la f-CD.

0,65 -
0,60—- \
0,55- / "
050 /

0,45 m

0,40 - \

0,35

ABS

0,30

0,25
u

0,20 T T T T T T T T T T T T T
0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

R
Figure 3.1. Courbes de Job du systéme -CD:Eg.

4.1.2. Détermination de la constante de formation Kr :

La technique la plus adaptée pour la détermination de Kr d’un complexe d’inclusion (CI),

est la méthode de titrage directe, moyennant la spectroscopie UV-visible.

K
f
molécule hdte + molécule invitée = complexe d'inclusion hote: invité

3 [CI]
T~ [hote]. [invité]

Eq3.1

Un composant du complexe (généralement la molécule hote) est progressivement ajouté
a une concentration fixe de l'autre composant du systéme (molécule invitée). Pendant ce

temps, la variation du pic d'absorbance de l'invité est observée et enregistrée a chaque
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concentration. Les résultats expérimentaux obtenus (valeurs d'absorbance) sont ensuite

exploités pour calculer la valeur de Kr ainsi que la steechiométrie du systéme [82].

L'analyse spectrale UV-Visible nous a permis de percevoir la formation du complexe
d'inclusion f-CD:Eg comme illustré sur la Figure 3.2 [83-85]. Apres addition progressive de
S-Cd aux solutions de I’Eg, on peut observer une variation remarquable dans l'intensité des
bandes UV ; cet écart est di a l'inclusion de I’Eg dans la cavité non polaire de la f-CD, par
interaction hydrophobe, suggérant fortement la formation du complexe d'inclusion S-CD:Eg,

ce phénomene a été observé par plusieurs chercheurs [86-88].

1.00 +
7

0.80 - /

0.60

O E— =

ABS

040 4|——
0,20 - — ‘_::'_’, -
i
0.00 - —————
T ' ] L] T L ] J T L T ' 1
2600 270.0 280.0 290.0 300.0 noo 320

Longueur d’onde en nm

Figure 3.2. Spectres d'absorption de solutions d’Eg dans 1’éthanol (10 uM) contenant
différentes concentrations de S-CD (0-100 pM).

Le complexe formé n’est que le résultat de I’interaction de la f-CD, via sa cavité
hydrophobe, avec I’eugénol apolaire principalement (Figure 3.3). En outre, la cavité

hydrophobe de la 5-CD reste favorablement adaptée au groupement phényle de I’eugénol.
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Figure 3.3. Image du complexe d’inclusion f-CD:Eg : (a) Eugénol (Eg) ; (b) 8-
Cyclodextrine (5-CD) ; (c) complexe d’inclusion S-CD:Eg.

Avant de commencer la synthése d’un complexe d'inclusion, il est essentiel de
déterminer, a la fois, la steechiométrie (n) et la constante de formation (Kf). Les méthodes
classiques employées pour la détermination des valeurs de n et K sont celles de Job (méthode

des variations continue) [89] ou de Benesi-Hildebrand [90].

Le rapport steechiométrique n et la valeur de Kr (constante de formation) de ce

complexe d'inclusion sont déterminés en utilisant 1'équation de Benesi-Hildebrand [91,76].

La valeur de n est le taux d'inclusion lorsque la courbe est une ligne droite et la valeur

de Krest la valeur de l'interception par rapport a la pente.

Le graphe linéaire de la courbe 1/A vs 1/[f-CD] montré ci-dessous dans la Figure 3.4,
soutient fortement la formation du complexe d'inclusion f-CD:Eg avec une steechiométrie de
1:1, et une constante de formation apparente K¢ = 419,56 mol' dm?. L’équilibre de la réaction

est représenté par 1’équilibre suivant:

K
Eg+p-CD = Eg/f-CD

Il a été¢ rapport¢ que la formation du complexe d’inclusion est un phénomene
exothermique [92,93]. Cependant le calcul de la variation de I’enthalpie libre AG a partir de
la valeur de Kr en utilisant la relation de Gibbs, AG = — RTInK¢, a révélé une valeur de -14, 96
kJ.mol™! approximativement. Cette valeur négative confirme la spontanéité de I'encapsulation

et que la réaction d’inclusion est un processus exothermique.
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Figure 3.4. Diagramme de la double réciproque de Benesi-Hildebrand de I’absorbance de la Eg en

fonction de 1/[-CD](mol™).

4.1.3. Analyse par spectroscopie infrarouge FTIR

Le complexe d’inclusion f-CD:Eg a été synthétisé par deux méthodes : co-précipitation
(en solution) et par pétrissage (a I’état solide). L’analyse FTIR a révélé une structure identique

des deux produits de synthese préparés par deux voies différentes (Figure 3.5).

6,57

! B-CD: Eg par co-précipitation
6,04

B-CD: Eg par pétrissage

551
5.0%
451
4.0%
351

3,07

"3500  asnn 7 Tomhn 7T Toahn T T Tasan T T U000

Nombre d’onde en cm™

Figure 3.5. Spectre FTIR du complexe d’inclusion synthétise par co-précipitation et par

pétrissage.
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L’utilisation du FTIR pour confirmer la formation du complexe d'inclusion est trés
fréquente, car cette méthode est simple et fiable, en général, les bandes caractéristiques de la
partie incluse de la molécule invitée sont soit décalées, dissipées ou leurs intensités sont

altérées (Tableau 3.1) [94,95].

Tableau 3.1. Nombres d'ondes (cm™) et attributions des bandes observées dans les spectres

FTIR de I’Eg, de la #-CD et de leur complexe d'inclusion -CD:Eg [100].

Groupes fonctionnels Nombre d'onde (cm™)

chimiques

Mode de vibration £-CD Eg Eg: p-CD
m(O-H) 3407 3513 3421
m(Ar-H) or m(C=H) - 3078, 3008 -
Methyl and methylene m(C—H) 2925 2973, 2937, and 2960, 2842 2,925
Vinyl m(C=C) - 1637 -
Aromatic m(C=C) - 1612, 1513 1513
Methylene ds(C—H) - 1463 -
Methyl ds(C—H) and das(C—H) 1450, 1365 -
m(C-0) and m(C-O-C) 1157, 1027 1267, 1230 1267, 1157, 1025
d(O-H), methylene ds(C-H) 1458-1338 - 1458-1338

La Figure 3.6 montre les spectres FTIR du complexe d'inclusion f-CD:Eg, de la 5-CD, et
de I’Eg. Le spectre du complexe est substantiellement similaire a celui de la f-CD (Figure
3.6A), révélant des changements importants (diminution de l'intensité, disparition ou
déplacement) de certaines bandes liées a I’Eg, certifiant la formation du complexe. Ces
changements sont dus aux modifications du microenvironnement de la molécule invitée lors
de son inclusion dans la cavité hydrophobe de 1’hote (1I’insertion du cycle benzénique de ’Eg
dans la cavité de la f-CD riche en électrons induit une augmentation de la densité €lectronique
de ’Eg) et a I'établissement des liaisons hydrogenes et des interactions de van der Waals lors

de I'union de ces deux espeéces en un seul dispositif supramoléculaire [96].

Le spectre de la f-CD (Figure 3.6B) révele des bandes d'absorption caractéristiques :
3421,27 cm™! (vibration d'allongement O—H), 2923,06 cm ! (vibration d'allongement C—H),
1158,04 cm™! (vibration d'allongement C—C) et 1028,56 cm ™! (vibration d'allongement C—O—
C). En plus des bandes due a la déformation symétrique et asymétrique des groupes

hydroxyles (-OH) primaires et secondaires dans la plage de 3600 a 3000 cm™!, spécifiquement
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vers 3384,57 cm™!. Un déplacement de la bande d'absorbance a 3295 cm™! de la 8-CD vers les
faibles fréquences 3270,10 cm™ du complexe S-CD:Eg est observé (diminué de 20 cm™); ce
changement d'absorption indique la libération des molécules d’eau de la cavité de la f-CD, la
réorganisation des groupements hydroxyles ainsi que la formation de liaisons hydrogenes

entre les constituants du complexe [85, 97-99].

Les pics caractéristiques de I'eugénol libre se trouvent a 1638.09, 1612.23 et 1514.07 cm™
' due a I’étirement des liaisons C=C du cycle aromatique et I'étirement de la liaison C=C
alcénes, respectivement. Nous remarquons aussi une série de pics entre 720-1250 cm™ qui
represente la région d’empreinte digitale de vC=C. De plus, pour 1’eugénol, les bandes
caractéristiques se situent dans les plages de 3380 a 3360 cm™! en raison de I’étirement axial

du groupement (OH) [101].

Cependant, les bandes d'absorption caractéristiques de I’Eg (Figure 3.6B) dans le
complexe sont apparues a : (i) 1515,23 cm™!, attribué aux vC=C du cycle aromatique de I’Eg,

qui habituellement apparait dans la région entre 1650 et 1250 cm’!

correspondant a la
vibration des groupes C=C et a la flexion C-H des groupes alcénes/aromatiques de 1'eugénol
libre, mais avec une intensité nettement plus élevée [102], (i) 1092 cm™' et 994 cm™! liées a
la présence d’étirements de la liaison C-O [103], (i) déplacement de la bande d’étirement O-
H a 3586-3319 cm™' ou probablement sa disparition. Pourtant, la plupart des bandes
d'absorption de I’Eg sont blindées par les bandes intenses de la p-CD. L'atténuation de
l'intensit¢ des bandes d'absorption du benzeéne indiquent que ce dernier est bien inclus a
I’intérieur de la cavité de la f-CD et peut s'expliquer par les changements dus au
microenvironnement de la cavit¢ de la p-CD, suite a la formation d'interactions
¢lectrostatiques (liaisons hydrogéne et/ou forces hydrophobes); ces interactions sont

responsables de la formation de ce complexe d'inclusion et de sa stabilité¢. Ces résultats

indiquent tous que 1'Eg est encapsulé dans la cavité hydrophobe du p-CD.

Plusieurs auteurs ont rapporté des variations similaires de fréquence et des changements
d'intensit¢ des signaux des bandes d'absorption, soulignant la formation du complexe

d'inclusion a base de cyclodextrines [104,105].

Par conséquence, les spectres FTIR ont fortement confirmé la formation du complexe

d'inclusion f-CD:Eg.
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Figure 3.6. Spectres IR : (a) complexe d'inclusion de f-CD:Eg; (b) -CD; (¢) Eg.

4.2. Biominéralisation des particules composites

4.2.1. Analyse par FTIR

Les spectres FT-IR des particules HAp et HAp/f-CD:Eg sont présentés sur la Figure 3.7.
Le spectre de ’HAp a révélé des bandes d'absorption a ~ 3450 et ~ 1650 cm'qui peuvent étre
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attribuées aux vibrations d'étirement et de déformation des groupements OH de l'eau

absorbée, respectivement; 3250 and 1604 cm’!

sont rapportées dans la littérature [106]. De
plus, la bande associée 8 P-OH de HPOZ~ est apparue en faible intensité a ~ 880 cm™'; une
bande similaire a été récemment signalée [106]. Les bandes pointues a ~ 601, ~ 606 et 900-
1300 cm! sont attribuées aux modes d'étirement et de vibration de PO;~. La bande observée
a ~ 1450 cm!' suggere la présence deC0O3~, indiquant que ’HAp ainsi fabriquées a été

carbonatées pendant le traitement [107,108].

Le profil du spectre FT-IR des particules HAp/f-CD:Eg (Figure 3.7) est quelque peu
différent de celui de I'HAp et nettement plus différent que celui du complexe d’inclusion f-
CD:Eg. L'intensité et la largeur de la plupart des bandes ont été considérablement réduites,
suggérant l'effet de revétement de la matrice complexe d’inclusion f-CD:Eg. Nous observons
aussi que méme quelques-unes des bandes du spectre d’HAp se trouve atténuées dans le
spectre FTIR de I’hybride HAp/B-CD:Eg, du fait des interactions de coordination entre Ca?*
et les groupements OH de la matrice f-CD:Eg.

701

65|
HAp/ f-CD:Eg

p-CD:Eg
HAp

6,0-

55-

5,0-

45-

4,0~

35-

Abs

3,0-

25+

20-

15-

1,0+

05-
10

e ]
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nombre d’ onde encm’

Figure 3.7. Spectres FT-IR des particules HAp et HAp/f-CD:Eg synthétisées dans la solution SBF
modifiée, dans les conditions biomimétiques (température 37 °C ; pH 7,4).
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4.2.2. Analyse morphologique

Les images MEB des particules d’HAp/f-CD:Eg, réalisées dans la solution SBF modifiée
et dans les conditions biomimétiques, apres immersion dans la solution SBF sont illustrées sur
la Figure 3.8. Au centre de I'image MEB de I’hybride apres 3 jours d’immersion (Figure
3.8a) nous remarquons une morphologie spatiale qui apparait sous la forme d'agrégats en
forme de batonnets. Ces micro/nanoparticules de forme nodulaire sont dispersées de maniére
homogene au sein d'une surface poreuse. Tout autour de cette zone centrale, nous observant
une autre forme de nature différente (sous la forme d'une série de choux-fleurs ou de brocolis
en grains) séparés par des cavités, suggérant le début de la nucléation; ce phénomeéne

d'agrégation peut étre di a la croissance cristalline selon la maturation d'Ostwalda.

Figure 3.8. Images MEB des particules d’HAp/f-CD:Eg, réalisées dans les conditions biomimétiques, apres
immersion dans la solution SBF : 3 jours (a) ; 6 jours (b) ; 9 jours (c) et (d).

La formation de cette couche de phosphate de calcium a la surface de la structure
poreuse des composites est favorisée par la présence des particules d’HAp. Nous remarquons
aussi, qu’apres 6 jours d’immersion (Figure 3.8b), la surface est recouverte par les particules
de phosphate de calcium. Apres 9 jours d’immersion (Figure 3.8¢), la surface est entierement

revétue d’une couche de phosphate de calcium et devenue trés dense. Nous observons une
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croissance réguliére et concentrique de particules bien structurés formant ainsi des paquets
reliés les uns aux autres par des jonctions donnant un aspect chou-fleur (caulliflower) a la

morphologie ultime du systéeme hybride (Figure 3.8d).
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CONCLUSION

Un complexe d'inclusion entre la f-CD et I’Eg a été préparé avec succes et caractérisé
par différentes méthodes spectroscopiques. Le rapport steechiométrique du complexe et sa
constante de formation apparente Kf ont été déterminés au par la méthode de variation

continue ainsi que la méthode Benesi-Hildebrand.

Les techniques de caractérisation usuelles (UV, FTIR) ont mis en évidence la

formation du complexe d’inclusion f-CD:Eg avec une stoechiométrie de 1:1.

Le fluide corporel simulé (solution SBF) a été utilisé comme un milieu biomimétique
pour la synthése des nanobiomatériaux, a savoir les nanoparticules d'’hydroxapatite et les
hybrides organiques-inorganiques tels que les nanoparticules d'hydroxapatite/f-cyclo

dextrine: Eugénol.

L’immersion de la poudre d’HAp/f-CD:Eg dans la solution qui simule le liquide
physiologique (SBF) a montré une précipitation des phosphates de calcium apres
sursaturation de la solution et a abouti avec succeés au declenchement de la nucléation,
confirmée par microscopie ¢lectronique a balayage (MEB). D’apres les résultats produits dans
ce travail, nous pouvons conclure que le matériau ¢élaboré est susceptible d’étre utilisé pour
des applications dans la régénération du tissu osseux et la prévention et/ou le traitement des
infections osseuses suite aux tumeurs, infections, interventions chirurgicales...etc. A cet effet,
beaucoup de perspectives peuvent étre envisagées telles que 1’étude de 1’efficacité du

biomatériau préparé in-vivo.

Nos résultats montrent que les conditions expérimentales choisies, telles que la
concentration des réactifs, la température et le temps de réaction, sont cruciales pour controler

efficacement la nucléation.

Notre travail contribue ainsi a une meilleure compréhension des mécanismes
fondamentaux de la nucléation et offre une base primaire pour des développements ultérieurs
dans le domaine de la nanotechnologie mais surtout dans le domaine des substituts osseux.
Les résultats obtenus ouvrent des perspectives pour des recherches futures visant a affiner et a
optimiser la production de nanoparticules a base de biomatériaux pour diverses applications

technologiques et industrielles mais surtout pharmaceutiques et médicales.
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