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Résumé :

L’étude présentée dans ce mémoire constitue une contribution de I’apport de 1’analyse
d’image par ordinateur dans la caractérisation de certains aspects des capsules ou des
microcapsules. En effet, celles-ci préparées a 1’aide d’un biopolymeére, 1’alginate, sont
destinées a contenir et ensuite libérer un agent actif. Imagej en tant que logiciel appropri€ est
utilisé ici. Les résultats montraient qu’il était possible d’obtenir des capsules pratiquement
sphériques d’un diameétre de I’ordre du mm ou des microcapsules beaucoup plus petites (qqs
dizaines a qqgs centaines de microns) par atomisation. La libération de I’agent actif modélisé
par un colorant rouge semblait provenir, d’aprés ’analyse, suite a plusieurs phénoménes
concomitants comme la diffusion de I’eau et le gonflement de la capsule.

Mots clefs: Biopolymere, microcapsules, agent actif, alginate, image j, atomisation, gonflement.
Abstract:

The study presented concerns a contribution of the computer image analysis in the
characterization of certain aspects of capsules or microcapsules. Indeed, prepared using the
biopolymer ‘alginate’, the capsules are designed to contain and then release an active agent.
Imagej as appropriate software is used herein. The results showed that it was possible to
obtain substantially spherical capsules with a diameter of the order of mm or much smaller
microcapsules (qgs qqs tens to hundreds of microns) by spraying device. The release of the
active agent modeled by ared dye seemed to come, according to the image analysis, following
several concomitant phenomena such as the diffusion of water and swelling of the capsule.

Keywords: Microcapsule, activeagent, alginate, imagej, spraying device, swelling.
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Introduction générale

L’encapsulation d’un substrat dans une matrice polymérique est une procédure hautement
performante, utilisée actuellement dans pas mal de secteurs industriels ; elle est appelée a se
développer intensément dans 1’avenir. Elle consiste dans son principe a recouvrir une ou plu-
sieurs molécules par une matiére enrobant en formant des spheres ou des capsules de tailles
variées. On parle de micro-encapsulation, lorsque la taille des capsules est micrométrique, les
composés encapsulés sont alors protégés du milieu extérieur, et leur libération peut durer
d’une heure a des mois dans des conditions précises de pH et de température, ou d’autres con-
ditions spécifiques. Cette technique est devenue vraiment une solution pour plusieurs pro-
blémes confrontés par les industries pharmaceutiques, agroalimentaires, des encres, cosme-
tique ou des engrais. Parmi les polyméres utilisés dans la préparation des capsules ou des mi-
crocapsules, ’alginate occupe une place de choix. En effet, étant un biopolymere trés peu
cofiteux, disponible et ne présentant aucun risque de nature médicale ou environnementale, il
peut étre utilisé dans ’encapsulation, le transport et la libération de différents substrats actifs
pour diverses applications. Dans cette étude, il est utilisé pour contenir un agent actif model,
un colorant rouge. L’idée centrale de ce travail consistait a faire appel a I’outil informatique a
travers une application dédi€e a 1’analyse d’image pour caractériser les microcapsules dans
leur univers d’utilisation, a savoir contenir le principe actif et le libérer dans des conditions

réelles.

Ce mémoire est partagé en trois parties principales :

> Dans la premiére partie, nous avons présenté une étude bibliographique relative
a I’encapsulation en tant que technique actuelle pour la protection d’agents ac-
tifs, et ensuite de les utiliser d’une maniére appropriée apres leur libération.
L’alginate en tant que biopolymeére de choix dans le fagonnage des microcap-
sules est également présenté amplement dans cette partie.

» Dans la seconde partie, I’apport d’un logiciel d’analyse d’images, ImageJ, ainsi
que ses différentes propriétés sont exposees.

> La derniére partie est réservée a la procédure expérimentale entreprise dans ce

travail. Différents résultats sont présentés avec les discussions en relation.



Le mémoire se termine par une conclusion générale comportant aussi des suggestions pour

des perspectives sur la thématique proposée.






Chapitre I Généralité sur les biopolymeres

1-Introduction sur les polymeres

Les polyméres sont des molécules composées d’un trés grand nombre de maillons élémentaires (mo-
tifs) appelés monoméres. Lorsque ces monoméres sont chargés, on parle de poly électrolytes. Ainsi, si
nous devions donner une définition simplifiée du terme poly électrolyte, elle serait : un poly électro-
lyte est un polymere soluble dans 1’eau qui, en solution, porte des charges électrostatiques. Une des
propriétés les plus importantes des poly électrolytes est leur solubilité dans I’eau, ce qui permet
d’accéder a une large gamme de formulations non toxiques, compatibles avec 1’environnement.
L’existence de charges électrostatiques le long de la chaine macromoléculaire induit des interactions
€lectrostatiques fortes et de longue portée qui s’ajoutent aux interactions & moyennes et courtes por-
tées, ce qui confeére aux poly €lectrolytes des propriétés physico —chimiques remarquables. En solution
aqueuse, les polymeres et les poly électrolytes sont utilisés pour leurs propriétés rhéologiques en tant
qu’agents €paississants ou gélifiants. Ainsi, depuis les dernieéres décennies, I’intérét des scientifiques
et des industriels pour les poly électrolytes n’a cessé de croitre en raison de leur vaste domaine
d’application : médecine, fabrication de papier, peintures, industrie agro - alimentaire, cosmétiques,
pharmacie, traitement de I’eau... Les poly électrolytes sont également utilisés pour leurs propriétés
d’adsorption aux interfaces. Les poly électrolytes cationiques sont utilisés dans les shampooings car ils
peuvent s’adsorber aux cheveux et ainsi les fortifier. Nos organismes méme, sont constitués d’un poly
électrolytes (I’ADN) et de plusieurs longues molécules chargées (protéines).

(B. Fawcett. A textbook of histology, Chapman and Hall, USA).

-Note : ils existent des biopolyméres qui sont des poly électrolytes biodégradables

I.1. Définitions des biopolymeres

Selon I’'UIPAC, les biopolyméres se définissent comme étant des bio macromolécules synthé-
tisées par des organismes vivants. Selon I’ADEME (agence de I’environnement et de maitrise
de I’énergie), les biopolymeres sont des polymeres naturels issus de ressources renouvelables
de plantes, d’algues ou d’animaux. Les biopolymeres peuvent aussi étre obtenus par polymé-
risation de monomeres naturels et par processus de fermentation microbienne (Akiyama et al,
2003).

Ces biopolymeres, aussi dénommés biomatériaux, sont synthétisés dans les plantes ou lesmi-
cro-organismes par voie enzymatique et sont de ce fait dégradés rapidement dans un milieu
biologique. Ils présentent en outre l'avantage non négligeable, de ne pas contribuer a
I’augmentation de 1’effet de serre .En effet, le CO,issu de leur dégradation réintégre le cycle

biologique ou ils permettent de synthétiser de nouvelles biomolécules via le processus de la
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Chapitre I Généralité sur les biopolyméres

photosynthése. Le bilan global en CO, peut ainsi étre nul et sans effet négatif sur notre envi-
ronnement. (Rabetafika et al. 2006).
Tableau.l.01. Grandes classes de biopolymeres (Jarroux, 2012)

Classes Descriptions Exemples de biopolymeéres
Polysaccharides Glucides ou sucres Amidon, Cellulose, Alginate,
(plantes/animaux) complexes constitués de Chitosane, Agar, Pectine,
plusieurs monosaccharides Gommes, Carraghénane.
Polysaccharides (glucides ou sucres
(issus des bactéries) simples) liés entre eux. Xanthane, Dextrane, Gellane,
Curdlan, Pullulane, Elsinane.
Macromolécules
Protéines biologiques composées Polyacide aminé, Collagéne
et d’une ou plusieurs chaines Gluten, Caséine, Soja,
polypeptides d’acides aminés liés entre Glycoprotéine, Zéine
eux par des liaisons
peptidiques.
Polymeres dont les motifs
Polyesters répétitifs de la chaine Poly (acide lactique) (PLA)
(synthétisés principale contiennent la Polyhydroxyalcanoate (PHA)
par des bactéries) fonction ester.
Molécules présentant
Polyphénols plusieurs groupements Lignines, Tanins,
phénoliques. Acides humiques
molécules composées de Adénosine-5’-triphosphate
Polynucléotides plusieurs nucléotides. (ATP)
et Certains nucléotides Adénosine-5’-
nucléotides forment la base de TADN monophosphate (AMP)
et I’ARN.

I.2. La biodégradabilité

A ce jour, le terme biodégradable est donné aux polymeres d’origine naturelle c’est-a - dire
réservé aux biopolymeres qui ont la capacité de se dégrader sous I’action de micro-
organismes. Leurs décompositions moléculaire et chimique conduisent a la formation de-
COzet d’H,0 en présence d’oxygene ou a la formation de CHy, CO2 et d’H,O en milieu anaé-
robie, plus une nouvelle biomasse (Gu, 2003).La biodégradation d’un biopolymeére dépend de

différents facteurs que I’on peut regrouper en trois grandes catégories :
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Chapitre I Généralité sur les biopolymeéres

v" Les paramétres physico-chimiques du milieu de dégradation : La température qui fa-
vorise 1’activité microbienne; la teneur en eau du milieu doit étre suffisante pour per-
mettre aux fonctions des micro-organismes de s’exprimer. Le pH, la présence d’oxygéne
et I’action des UV vont également influer sur le phénomeéne. On comprend aisément que
la dégradation ne sera pas la méme dans un désert, en haute montagne ou dans un maré-
cage.

v Les paramétres microbiologiques du milieu de dégradation : selon le matériau con-
sidéré, la nature et ’abondance des micro-organismes présents sur le site vont avoir un
impact sur la vitesse de dégradation.

v La structure chimique et la morphologie du polymére constituant le matériau : Un
matériau hydrophile, poreux et possédant une faible masse molaire aura une vitesse de
dégradation supérieure a celle d’un matériau massif et dense. Pour étre conformes aux
normes et respecter les temps de dégradation imposés, certains produits ne peuvent par-
fois pas dépasser quelques dizaines de microns d’épaisseur. La cristallinité du polymere,
qui dépend de sa structure mais aussi des conditions de mise en ceuvre, a également une
influence sur sa biodégradabilité. Les plastifiants et autres additifs vont également mo-

difier les caractéristiques du matériau et influer sur son aptitude a la biodégradation.

I.3. Perméabilité a la vapeur d’eau

La plupart des biopolymeéres comme 1’amidon, la cellulose et les protéines sont hydrophiles,
ce qui leur confére des propriétés de perméabilité a la vapeur d’eau. Ces propriétés sont dues,
notamment a la présence de fonctions polaires hydroxyle et/ou amine qui ont une forte réacti-
vité avec I’eau par formation de ponts hydrogeénes (Auras et al, 2004).Ce qui leur confére
aussi une propriété antistatique. La perméabilité a la vapeur d’eau pourrait étre un inconvé-
nient dans certaines applications, notamment pour les emballages alimentaires. Par exemple,
les viennoiseries ne peuvent pas se trouver dans un endroit trop humide pour conserver leur
fraicheur. Par contre, pour certains types d’emballage, elle est avantageuse. En effet, en évi-
tant les condensations, la durée de conservation des produits frais est allongée. Cette propriété
trouve également une application dans les emballages des produits humides leur laissant la

possibilité de continuer de sécher pendant les étapes de stockage et de transport.
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I.4. Biocompatibilité et biorésorbabilité

Un matériau biocompatible est un matériau qui est capable d’assurer une fonction avec une
réponse appropriée et sans effets indésirables sur ’environnement biologique dans lequel il
est appelé a fonctionner. La réponse biologique d’un matériau dépend de 3 facteurs : ses pro-
priétés, la caractéristique de I’hdte et la demande fonctionnelle pour le matériau. Les biopo-
lyméres par leur origine naturelle, remplissent logiquement cette fonction et les implants mé-
dicaux en matériau inerte comme les céramiques sont de plus en plus remplacés par des po-
lyméres d’origine naturelle (Chen et Lu, 2004).

En plus de la biocompatibilité, on recherche également pour des applications médicales spéci-
fiques des matériaux biorésorbables pouvant se décomposer tout naturellement dans
I’organisme humain pour étre remplacés apres par un tissu vivant. Les biopolymeéres sont dé-
gradés naturellement dans 1’organisme humain par hydrolyse enzymatique et libérent des mo-
lécules assimilables et non toxiques. Dans le domaine pharmaceutique, les médicaments a
libération contrdlée sont des exemples d’application ou la biorésorbabilité des polymeéres joue

un réle important comme il est illustré dans la (figure. 1.01).

Principe< actife

o o
oON o
Q
o C%O
(@) o
(&)
Folymersz Fi== ¢
biorazorbablez
t=0

Figure.L.01. Processus de libération contrdlée des principes actifs.

L.5. Propriétés chimiques

La présence de fonctions chimiques sur les molécules leur attribue des propriétés particuliéres
et des facilités a réagir avec d’autres molécules. Leur réactivité est due a la présence des fonc-
tions alcool, acide, amine ou aldéhyde qui réagissent facilement grace a leur site nucléophile
et électrophile (Okada, 2002).

La présence de groupements hydroxyles, par exemple sur les chaines alkyles des triglycérides
permet leur fonctionnalisation et conduit a la formation de polyuréthanes, polyamides ou po-
lyesters. Par ailleurs, I’existence de stéréo-isoméres due a la présence de carbone asymétrique
sur certains bio-monoméres comme 1’acide lactique peut conduire a la formation de molécules

douées de sélectivité. Cette propriété peut influencer directement sur les propriétés physico-
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chimiques des polyméres pouvant y résulter. Dés lors, on peut modifier les propriétés phy-
siques et mécaniques des polyméres ainsi que leurs applications. Dans I’exemple du PLA
(acide polylactique), suivant la proportion des formes L et D, la structure du polymeére est
différente. Un PLA a plus de 93 % de la forme L présente une structure semi-cristalline par
exemple tandis qu’un PLA contenant moins de 93 % de forme L possede une structure

amorphe (Vert, 2002).

1.6. Autres propriétés

Certains biopolyméres possédent des fonctionnalités qui leur apportent des propriétés physi-
co-chimiques ou mécaniques particuliéres. On peut relever dans le (tableau.l.02), quelques
propriétés physico-chimiques intéressantes des biopolymeéres et les applications potentielles

en relation.

Tableau.1.02. Propriétés spécifiques de quelques biopolyméres et les applications attendues.

Biopolymeéres Propriétés particulieres Applications ciblées
antistatiques,anti- condensations
Polymeéres a base d’amidon toucher naturel Emballages, sacs,
films de paillage
Polyméres a base de cellulose | Transparences, antistatiques Fibres, épaississant

Comestibles, perméabilité sélective

Polymeéres a base de protéine | aux gaz Galénique, emballages
alimentaires
Polymeéres a base d’huile Siccativités Peinture, vernis
Anti condensations, brillances,
Polymeres de synthéese antibactériens Emballages, fibres
(PLA) textiles
piézoélectriques, antioxydants,
Polyesters bactériens insolubilité dans I'eau Médical, matériau
(PHA) Ostéo-synthétique
(Mokrani nadir 2012)

Page 6



Chapitre I Généralité sur les biopolymeres

I.7.1dentité des alginates
a) Historique

Les alginates sont connus et utilisés depuis plus de cinquante ans dans les applications ali-
mentaires, mais c'est en 1883 que l'anglais Stanford isola ce qu'il appela "algine" de Lamina-
riadigita, il ajouta de la soude a un résidu d'algues, filtra le liquide, le concentra puis passa en
milieu acide et obtient un précipité gélatineux blanchétre. La substance prit le nom d'acide
alginique en 1907 quand on s'apercut qu'elle libérait des ions H+ (comme les acides).Les
premiers brevets concernant l'acide alginique ont été déposés par la Kelco Production et
I’Algine Corporation of America.C'est en 1927 que le Docteur Thornley utilisa pour la pre-
miére fois cet extrait pour agglutiner sous forme de briques des poussiéres de charbon. Suite a
cette expérience, il mit en place en Californie, la Kelco Company, usine destinée a extraire

l'acide alginique de Macrocystis pyrifera. [(Pérez, 1997) (Pérez, 1992)]
b) Définition

L’alginate de sodium est un polysaccharide de structure linéaire, biopolymeéreanionique, ex-
trait des algues brunes, et il peut étre produit par voie bactérienne (Mjahed, 2009). Au niveau
industriel, il est essentiellement issu de certaines espéces d’algues brunes(Figure.1.02) Macro-
cystis pyrifera récoltée aux Etats-Unis, Laminaria digitata, Laminaria hyperborea ou encore
Ascophyllum nodosum récoltée en Europe. L’alginate est le polysaccharide le plus abondant
de ces organismes, constituant plus de 40% de leur poids sec, couramment utilisé dans des
applications biologiques notamment dans le domaine de 1’encapsulation cellulaire et de la
délivrance controlée de molécules a effet thérapeutique. Ce succes est dii notamment a son
mode de gélification et & sa biocompatibilité largement démontrée dans la littérature. (Wang

et al., 2003).

\ <17 Le Goff wwwemareyita.o

Laminaria hyperborea

S BT C

Figure.1.02.Laminaria digitata Macrocystfs pyrifera
(nathistoc.bio.uci.edu) (algaebase.org) (marevita.org)
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I.8.Composition chimique

Les alginates sont des copolymeéres binaires linéaires dont les monomeres, l'acide B-
Dmannuronique (noté par la suite M) et I'acide a-L-guluronique (noté G), sont liés par des
liaisons glycosidiques b-(1-4) et a-(1-4).

Les motifs M et G sont organisés en blocs, formant ainsi des séquences répétitives donnant
leurs propriétés aux chaines d’alginate. Ces blocs forment des régions homopolymériques de
motifs M (appelés blocs M), de motifs G (appelés blocs G) ou des régions de structure alter-
née (blocs MG). Une hydrolyse partielle suivie d'un fractionnement peut permettre de séparer
ces blocs (Haug et al. 1965).

IIs sont des sels d’acide alginique, constitués de deux monomeéres saccharidiques de base
acide o — L — guluronique (G) et acide § — D — mannuronique (M), dont la séquence varie (Fi-
gure.1.03).

OH
OH

NaOOC HO NaOOC 7 |~

- OH
HOHO \LfOH B

B-D-mannuronate (M) a-L-guluronate (G)
Figure.l.03. Monomeéres de la chaine alginate.

La séquence des différents blocs (M) et (G) dépend du type d’algue, de son 4ge ainsi que de la
partie dont est isolé I’alginate. La saison de récolte affecte de méme la composition en blocs

et les séquences (Jorgensen ef al, 2007).

NaOOC NaOOC

G - block M - block GM - block

Figure.l.04. Structure chimique de la chaine d'alginate de sodium (Jouanneau, 2010).
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De plus, les alginates possédent les quatre types de liaisons glycosidiques possibles (figure
1.04) : di équatorial (MM), di axial (GQG), équatorial-axial (MG) et axial-équatorial(GM).

La structure des segments polyacide mannuronique est trés proche de celle de la cellulose. Les
liaisons d’équatoriales entre unités M donnent a ces segments une structure aplatie, de type
ruban. Cette structure est stabilisée grace a des liaisons Hydrogéne (Figure.[.04). Par exemple,
groupement hydroxyle en C3 du monomere M+1 interagit avec 1’atomed’oxygeéne du cycle du
monomere M. (Smidsrod, 1973)

LS ETE § I USRS 40 3G 2z
 Losmonia trabeciiaia 25 26 44
Duirvifiaes antaretica 55 2 &
Laminaria digitaia 43 3Z 23
Eoiloiiia maxiiia 38 34 28
flzivr coysils pyrifera 38 4G i[5
Ascoplayiiiim nodascim 44 40 15
Laminaria japoriica 43 3G &

Figure.L.05.proportion variable des différents blocs MG, MM et GG en fonction des
différentes especes d’algues (http://www.fmcbiopolymer.com/).

La proportion, la distribution et la longueur des blocs détermine les propriétés physicochi-
miques des molécules d’alginate.

1.9.Propriétés physico-chimiques
1.9.1.Solubilité

Il existe trois paramétres déterminants limitant la solubilité¢ de 1’alginate dans 1’eau. Premie-
rement, Le pH de la solution joue un rdle dans la solubilisation des alginates. Si le pH de la
solution contenant 1’alginate est inférieur au pKa de 1’acide mannuronique (pKa=3,38) ou de

I’acide guluronique (pKa= 3,65), alors il peut y avoir séparation de phases voir formation
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d’un hydrogel (Haug, 1967). La sensibilité des alginates vis-a-vis du pH de la solution dé-
pend non seulement de la masse molaire mais aussi de la composition chimique et de la sé-
quence des blocs. Les alginates contenant plus de sections alternées (blocs MG) précipiteront
a des valeurs de pH plus faibles que les alginates contenant plus de blocs homogenes (poly-M
et poly-G). Deuxiémement, la force ionique du solvant joue un r6le important (effet « salting-
out ») sur la solubilité de I’alginate en limitant son hydratation en milieu aqueux. Et pour fi-
nir, le taux de cations gélifiants présents dans le solvant influence bien évidemment la solubi-

lité de 1’alginate.
I.10.Gélification

Les propriétés physiques de 1’alginate sont décrites pour la premiére fois dans les années
1970. La principale caractéristique de ’alginate est sa capacité a gélifier en présence de ca-
tions multivalents. Cette transition sol/gel n’est pas influencée par la température (Van-
damme et al2002).Les sels d’alginates sont solubles dans 1’eau et sont capables de gélifier en
présence de cations multivalents tels que les ions Ca2+, Sr2+, Ba2+, Fe2+ ou encore Al3+
grace a la formation d’une jonction impliquant plusieurs chaines polysaccharidiques. Cette
interaction est décrite par le modele « Egg-box » dans lequel chaque ion divalent peut intera-
gir avec deux résidus G adjacents ou appartenant a deux chaines opposées (figure.l.06)
(Grant et al, 1973).

Figure.l.06. Gélification ion tropique de l'alginate. Mod¢le "Egg-box".

L’ion chélateur divalent impliqué dans les liaisons intra et intermoléculaire d’alginate posséde une
affinité variable avec les résidus G suivant le type de cation considéré, a savoir :

Pb > Cu > Cd > Ba > Sr> Ca> Co, Ni, Zn > Mn (Haug et Larsen, 1970).
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Le sel de cation divalent généralement utilisé pour la gélification de 1’alginate est le chlorure
de calcium en raison de sa bonne solubilité en milieu aqueux et de la forte disponibilité en
ions calcium qu’il apporte. Il a été montré que 90% des ions sodium contenus dans une solu-
tion d’alginate de sodium ; peuvent étre facilement déplacés par les ions calciques (Seely et
Hart, 1974).Les ions calcium s’associent préférentiellement aux fragments poly-guluronate
plutdt qu’aux fragments poly-mannuronate (figure.l.07). En effet, les blocs poly-guluronate,
en raison de leur conformation spatiale, permettent une chélation plus énergétique des ions.
Ces derniers sont retenus dans une « cage » et interagissent avec les fonctions carboxylates et
les atomes d’oxygeéne des fonctions hydroxyles. Les ions calcium sont beaucoup mieux rete-

nus que par de simples liaisons ioniques.

OH 0

Figure.I.07. Liaisons covalentes des ions calcium avec les résidus poly-G des polymeres d'al-
ginate (Stequert, 2009).

Cet enchainement régulier de type « Egg box » (figure.1.08) se reproduit périodiquement il se
forme un réseau tridimensionnel & zones organisées reliées par les segments poly-M ou poly-
(M-G).

WA |

Figure.I.08. Rétention du calcium par un réseau tridimensionnel de segments poly-M ou po-
ly-G définissant une structure de type "Egg-box". (www.cargilltexturizing.com).

La structure du polymeére est donc 1’élément déterminant du comportement rhéologique de
Gels d’acide alginique : la proportion des blocs poly-G et leur longueur conditionnent la for-

mation et la force des gels obtenus en présence de calcium.
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Pelotes Cat

Agrégafion des
chaines

Dimérisation des chaines

Figure.l.09.Effet de I'ajout de calcium dans une solution d'alginate : en haut a gauche les po-
lyméres polyM et polyG ne sont pas reliés. Avec ’ajout d’une concentration faible en cal-
cium, on observe un assemblage des chaines. En haut & droite cette figure montre que plus on
ajoute de calcium, plus le réseau tridimensionnel est 1ié et donc rigide (Jouanneau, 2010)

1.10.1Méthodes de gélification

On distingue d’habitude trois méthodes principales pouvant conduire a la gélification des al-

ginates :

1.10.1.1.G¢élification externe ou par diffusion

C'est la technique la plus simple. Elle est mise en ceuvre a température ambiante. Une solution
d'alginate est versée goutte a goutte dans une solution contenant des ions calcium. La gélifica-
tion de l'alginate est immédiate a la périphérie de la goutte. Des échanges peuvent ensuite se
produire entre l'intérieur et 'extérieur de la gouttelette. Quand 1'alginate doit jouer le rdle de
matrice immobilisant, on aura recours a cette technique de gélification. Par conséquent, on
utilise principalement cette méthode dans la fabrication de billes, films et fibres; ce principe
est mis a profit pour réaliser diverses encapsulations (enzymes, bactéries...etc.).Cependant,
I'inconvénient de cette méthode réside dans I’absence d’uniformité du produit obtenu: la con-

centration en alginate décroit de la surface au centre du gel. Néanmoins, on peut contrdler
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I'homogénéité dont le maximum sera obtenu en utilisant des alginates de haut poids molécu-
laire avec de fortes concentrations aussi bien en ions gélifiants que non-gélifiants; on peut
également améliorer I'homogénéité en ajoutant du chlorure de sodium (cf. partie expérimen-

tale).

1.10.1.2.G¢élification interne

Dans cette technique, le calcium est présent dans la masse du produit et réagit avec l'alginate
suivant une cinétique contrdlée. Elle a lieu, tout comme pour la méthode précédente, a tempé-
rature ambiante. Pour obtenir un gel d'alginate homogéne, il convient de piéger le calcium du
milieu. Une fois le calcium piégé, l'alginate peut se dissoudre. Ensuite, un sel de calcium a
dissolution lente libére progressivement le calcium qui peut réagir avec l'alginate pour donner
un gel. La source de calcium est principalement du sulfate dihydraté dans les systémes a pH
neutre et du phosphate di-calcique dans les systemes a pH acide. Dans les systémes acides,
c'est le pH acide qui permet de solubiliser et d'ioniser le calcium. La cinétique peut étre con-
trolée en jouant sur la taille des particules et I'abaissement du pH avec la glucono-o-Lactone
par exemple. Dans les systémes neutres, un séquestrant du calcium est utilisé pour réagir avec
celui-ci avant l'alginate. La présence de séquestrant permet d'homogénéiser les solutions avant

la gélification.

1.10.1.3.Gélification par refroidissement
Tous les constituants nécessaires a la gélification (alginate, source de calcium, séquestrant)
sont mélangés a chaud. L'organisation du gel se met en place au refroidissement. Le gel n'est

pas thermoréversible mais il est moins sujet a la synérese que les gels mis en ceuvre a froid.

(Des prairies, 2002) (Algorithme, 2001) (Draget et coll., 1997)

I.11.Comportement rhéologique

Le comportement des alginates est quasi-newtonien, le type d’alginate, la concentration de la
solution, la composition chimique de 1’alginate, sa masse moléculaire moyenne, etc. ;peuvent
I’affecter (déviations), voici un Rhéogramme obtenu par (Carturan et al 2006).Pour des so-
lutions d’alginate de sodium de différentes concentrations. Le comportement €tait newtonien,

sauf que pour les concentrations élevées ou on observe des déviations.
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Figure.I.10. Rhéogramme contrainte de cisaillement-vitesse de cisaillement pour des solu-
tions d’alginate de sodium de différentes concentrations (Carturan et al. 2006).

I.12. Le codage des alginates commerciaux
e l'acide alginique (E400)
e l'alginate de sodium (E401)
o l'alginate de potassium (E402)
e l'alginate de calcium (E403)
e l'alginate d'ammonium (E404)
e ['alginate propyléne glycol (E405)
o l'alginate de triéthanolamine.

(Pérez, 1992) (Schmitt, 1986).

I.13.L’ utilisation de I’alginate

De par ses diverses propri€tés colloidales, c’est-a dire la rétention d’eau, la gélification et la
stabilisation des émulsions, les alginates sont employés dans de nombreux domaines. Ces

propriétés sont utilisées dans de nombreuses industries et notamment dans le textile :

- L’alginate donne la rhéologie souhaitée pour les pétes et teintures. L’imprimerie les emplois
dans les encres pour en améliorer la viscosité mais également dans les livres ot ils possédent
des propriétés anti-graisse, augmentent la résistance a I’huile, la prise d’encre et

I’'imprimabilité.
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- L’alginate trouve un emploi jusque dans le domaine de la soudure. La fabrication des ba-
guettes a souder y a recours dans 1’étape de séchage et de cuisson pour apporter un effet lubri-

fiant et liant.

- L’industrie alimentaire est un gros consommateur d’alginates pour des emplois variés. Les
additifs alimentaires sont les suivants : 1’acide alginique E400, 1’alginate de sodium E401,
’alginate de potassium E402, I’alginate d’ammonium E403, 1’alginate de calcium E404 et

I’alginate de propyléne glycol E405.

- IIs sont retrouvés dans les laits gélifiés en vue de la préparation de desserts lactés, dans les
gelées alimentaires pour leurs propriétés gélifiantes. Les glaces et les yaourts contiennent éga-
lement de 1’alginate pour améliorer la texture et la saveur : ces produits deviennent alors plus

onctueux.

- Dans les crémes glacées et les sorbets, cet additif empéche la formation de cristaux. Par ail-
leurs un rdle secondaire dans cette industrie est I’effet stabilisant des alginates. Ce phénoméne

est notamment trouvé dans les jus de fruits.

- Les aliments reconstitués sont également utilisateurs d’alginates pour leur grande capacité
de gélification, leur stabilité & la chaleur et leur maniabilité qui permettent de former facile-
ment le produit final (exemples : poissons panés, jambons, cordons bleus). Dans la biére,

’alginate permet de maintenir un taux de mousse suffisant.

Le milieu médical fait aussi partie des consommateurs d’alginates. Des inserts oculaires ont
¢té mis au point a base d’alginate. Ils sont constitués d’un réservoir central chargé en pilocar-
pine dans une matrice d’acide alginique : ce sont les Ocusert® (figure.l.11). Ces implants
permettent le traitement du glaucome. D’autres applications dans le domaine du remplissage

vasculaire utilisent I’alginate comme modificateur de la viscosité des préparations.

Pilo-20 Pilo-40

Figure.l.11. Insert oculaire contenant de l'alginate : Ocusert®
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Les chirurgiens-dentistes se servent de I’alginate pour effectuer des moulages dentaires en vue
de la prise d’empreintes. L’avantage de ce produit est qu’ il est hypoallergénique. Cette méme
propriété est appliquée pour les moulages des parties du corps au cinéma afin de créer des

effets spéciaux (figure.1.12).

Les propriétés adoucissantes, filmogénes, hydratantes, font des alginates de bons compos€s
pour les produits de beauté. En effet, ils ont la capacité a former des préparations qui s’étalent

bien sur la peau et sont agréables au toucher.

Figure.I.12. Moulage du visage réalisé avec de l'alginate.

La cuisine moderne appelée cuisine moléculaire, s’est inspirée des différentes applications
déja connues des alginates afin de les appliquer dans son domaine. C’est ainsi que les cuisi-
niers I"utilisent aujourd’hui pour former des billes remplies de différents produits gustatifs

(figure..13).

Figure.l.13. billes d'alginate contenant un colorant vert ainsi qu'un ardme pour la cuisine mo-
léculaire.
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Tableau.I.03. Répartition de la production mondiale des alginates (en tonnage) entre les dif-
férents secteurs industriels et exemples d’applications. (Vauchel, 2007).

Application Role de I'alginate

Epaississant pour les pates d’impression,
Epaississant et stabilisateur des teintures,
Agent d’imperméabilisation,
Agent plastifiant et filmogene.

Industrie textile (50%)

Epaississant, texturant, conservateur, dans de
nombreux produits : confitures, jus de fruits,
sauces (moutarde, mayonnaise), potages,
produits laitiers, stabilisateur dans les crémes
glacées (empéche la formation de cristaux).

Industrie agroalimentaire (30%) codes
E401 a E405

Agglomérant pour les fibres, apprét de sur-
face,
Epaississant et stabilisant dans les colles,
Maintien des pigments en suspension.

Industrie du papier (5%)

Stabilisateur d’émulsions, agglomérant dans
les comprimés, épaississant et hémostatique
dans les pommades, pansements, meéches
nasales,

Gélifiant dans les pates a empreinte dentaire.
Epaississant dans les produits de beauté et

Divers (10%) pates a dentifrice, stabilisateur pour les
peintures et vernis, Floculant en traitement
des eaux,

Agglomérant pour les électrodes de soudure,
Agent absorbant dans les couches pour bébé.

Industrie pharmaceutique (5%)

(Emilie Vincent 2010)
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II.1. Introduction

La micro encapsulation regroupe I’ensemble des technologies qui permettent la préparation de
microparticules individualisées, constituées d’un matériau enrobant contenant une matiere
active (Richard et Benoit, 2000). La terminologie < microcapsules >> sous-entend des enti-
tés dont le diamétre est compris entre 1 et 1000 pm. Le terme nano capsules est réserve aux
capsules dont la taille est inférieure au micron. Comme le précisent Boh et Sumiga (2008), la
substance encapsulée peut se présenter sous la forme de fines particules de solide, d’un li-
quide, ou encore d’un compose gazeux.

La microcapsule permet de préserver la substance encapsulée sous la forme d’un état finement
divisé, et de la reléguer dans les conditions souhaitées. L’encapsulation d’un liquide permet
de convertir ce liquide sous la forme d’une poudre solide, tout en préservant sa

Réactivité a 1’état liquide. De ce fait, I’encapsulation facilite la manipulation de réactifs li-
quides, et permet de ne démarrer la réaction chimique visée que quand la capsule est rompue

(Finch et Bodmeier, 2005).

I1.2.Définition

La micro encapsulation est une technique de protection de matieres sensibles (a 1’état solide,
liquide ou gazeux) appelées aussi matiéres actives a I’aide d’une matiére enrobant par forma-
tion de particules de taille micrométrique (Augustin et al 2009). Ce procédé permet de créer
une barriére de protection pour les molécules encapsulées et de controler leur relargage dans
un milieu donné. Le contenu d’une capsule individualisée est protégé de 1’environnement par
la matiére enrobant et peut étre libéré sous I’action de la température, d’enzymes, du change-
ment de pH du milieu, de ’action mécanique ou simplement par la diffusion a travers la ma-

tiére enrobant poreuse.
Les principales motivations pour 1’encapsulation d’un matériau sont :

% I’augmentation de la stabilité des ingrédients sensibles (protection de la matiére encapsulée
contre 1'oxydation ou des effets de milieu ambiant tels que la chaleur, ’humidité ou le pH)

% la conversion des liquides en poudres fluides

% le masquage d'odeur, du goiit ou d'activité des matériaux encapsulés

% la diminution de la vitesse d’évaporation de la matiére active volatile

<% la formulation des principes actifs utilisés en trés petites quantités
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% la libération contrdlée ou ciblée de composants actifs.
I1.3. Historique

La premiére application industrielle de microparticules date des années 1950 quand Green
etSchleicher ont encapsulé des particules de pigments dans des polyméres naturels (pro-
téine/gélatine et polysaccharide/gomme arabique) par coacervation complexe. Cettestratégie,
utilisée pour la production de papier "carbone", permet la duplication d’un texte oud’une fi-
gure sous I’effet d’une faible pression en encapsulant des colorants (Dubey et al 2009). Le
principerepose sur la préparation d’une dispersion de microcapsules ou la matiere encapsulée
estcomposée d’un agent colorant qui couvre le recto des feuilles de papier. Le contenu des
capsulesse libére grice a I’action mécanique d’une machine a écrire et il change de couleur
quand il réagitavec la colle acide qui couvre I’autre face du papier (Figure.IL.1). Le papier
autocopiant est ’undes produits les plus importants fabriqués par la méthode de micro encap-
sulation. Il représenteencore aujourd’hui une application trés importante en volume de micro-

particules produites par plusieurs milliers de tonnes par an.

action mécanique

d
___} (] bo\ ‘Or . 0y /
B RN Coonet  Soome
P O S R S 2 DO S M o XX a2 ~

Figure.IL.1.Systéme de triplecouche du papier autocopiant avec des microcapsules : (a) pa-

pier, (b) colle acide, (c¢) microcapsule, (d) solution du colorant.

Dans les années 1960, I'encapsulation de cristaux liquides par la gélatine et la gomme
d’acaciapour la production de matériaux pour écrans thermosensibles a été décrite par Ferga-
son(Fergason 1964).Cette méthode d'encapsulation a permis le développement des écrans a
cristaux liquides utiliséspour les structures aérospatiales. Au cours des dernieres années, la
micro encapsulation s’est considérablement développée al’échelle industrielle. Les micropar-
ticules ont des applications trés variées, elles sont utiliséespour la production de textiles par-
fumés (Rodrigues et al., 2008) et de produits cosmétiques (ElZawahry et al, 2007,Ge et al,
2009), pour laprotection des récoltes agricoles (Stelinski et al, 2007,Bingham et
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al.2007),dans I’agroalimentaire pour donner de nouvellespropriétés aux aliments (encapsula-
tion d’aromes, colorants, épices) (Augustin 2009), mais aussi dans lesproduits phytosani-
taires(Nordstierna et al, 2010, Scher et al, 1998), et dans le domaine de la médecine et de la

pharmacie (Benita et al, 1985, Sugamori et al, 1989).
I1.4.Classification des microparticules

Le type de particules obtenues par micro encapsulation dépend des propriétés physico-
chimiquesde la matiére active et de la matiére enrobant, de leur composition et de la techni-
queutilisée. Les microparticules peuvent se présenter sous différentes structures dont les deux
plussimples sont la structure réservoir (microcapsule) et la structure matricielle (microsphére)

(Richard et al, 2000).

La microcapsule est une particule réservoir constituée d'un cceur de matiére activeliquide ou
solide, entouré d'une enveloppe solide continue de matériau enrobant alors que la microsphére
est constituée d'un réseau macromoléculaire continu, formant unematrice dans laquelle la ma-
tiere active est finement dispersée, a 1'état de fines particulessolides ou encore de gouttelettes
liquides. Ces deux types de morphologie de microparticules ainsi que quelques variantes plus

complexessont présentés sur la (Figure.IL.2).

Figure.Il.2.Morphologie de particules obtenues par micro encapsulation : (a) microcapsule
simple, (b) microsphére simple, (c) microcapsule multi enveloppe, (d) microsphére avec
double cceuractif/multi enveloppe.

En ce qui concerne leur forme, les microparticules ne sont pas nécessairement sphériques,
ellespeuvent également avoir une forme irréguliére. Lorsqu’une particule solide est encapsu-
lée, lamatiére enrobant épouse généralement les contours de la particule, ce qui conduit & une
grande variété de formes. En revanche, la taille est un dénominateur commun a ces systémes :
elle est comprise entre 1um et 1000 pm. En dega, on parlera de nanoparticules et au-dela de-
mini granules. La production de microparticules s’accompagne fréquemment d’une certaine

polydispersité en taille distribution gaussienne, apparition de deux ou plusieurs populations.
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Seules les techniques basées sur la formation de gouttelettes ou sur la polymérisation en mi-
lieu dispersé permettent I’obtention de microparticules proches de la mono dispersité. Comme
la taille moyenne et la distribution granulométrique sont en relation directe avec la surface
spécifique des microparticules, ces paramétres vont influencer certaines propriétés comme
notamment la libération de la matiére active dans le milieu environnant. La teneur en matiere
active (taux d’encapsulation) peut étre trés élevée dans les microcapsules, de 1’ordre de 85 %
a 90 %. Au contraire, les teneurs habituellement rencontrées dans les microspheres sont plus
faibles, de ’ordre de 20 % & 50 %. Par contre les propriétés de relargage de matiére active
sont souvent plus avantageuses dans le cas des microsphéres. La diffusion progressive du
principe actif du fait de sa dispersion dans la matrice est particuliérement adaptée a certaines
applications, notamment dans les domaines agroalimentaire etpharmaceutique (Richard et al,
2000).

En ce qui concerne le relargage, deux systémes existent : les systémes a libération déclenchée
et ceux a libération prolongée. Les systémes a libération déclenchée sont généralement des
microcapsules formées d’une membrane étanche qui vont libérer brutalement leur contenuper-
fusion ou éclatement de la membrane. Les systémes a libération prolongée se distinguent les
uns des autres par les mécanismes de libération mis en jeu (diffusion pa-
sive,dégradation/dissolution du matériau enrobant, échange d’ions) et par leur struc-
ture(microcapsule ou microsphére) qui vont directement influencer la cinétique de libération

résultante(Richard et al, 2000).

ILS. Microparticule et ses composés

Les constituants principaux d’une particule obtenue par micro encapsulation sont la matiére
enrobant et la matiére active. Afin d’améliorer la stabilité du systéme et/ou lui apporter des
fonctionnalités désirées, des additifs peuvent également étre ajoutés. Les constituants de mi-

croparticules le plus souvent utilisés sont présentés ci-dessous.
(alla nesterenko2012).

I1.6.Les molécules encapsulées — la matiére active

La matiére active est la partie qui détermine 1’utilisation suivante des microparticules pro-
duites. La nature des substances actives utilisées dans la micro encapsulation est trés variable.

Parmi les ingrédients que 1’on peut protéger et isoler se trouvent :
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e des arbmes, des huiles essentielles et des substances aromatisantes volatiles (Dardelle et
al, 2007, Marcuzzo et al, 2010).

e des vitamines, comme I’acide ascorbique (vitamine C) (Wilson et al, 2007, Pierucci et al,
2006), le o-caroténe (vitamine A) (Junmyaprasert et al, 2001, Priamo et al, 2010),
I’B-tocophérol (vitamine E) (Somchue et al, 2009, Yoo et al, 2006).

e des lipides sensibles & 1’oxydation tels que des acides gras polyinsaturés (Keogh et al,
1999, Kapusniak et al, 2006, Wehrle et al, 1999).

e des acides et bases alimentaires (acide citrique, bicarbonate de sodium) (Abbasi et al
2009).

e des additifs alimentaires (colorants, conservateurs) (Rascon et al, 2011).

e des bactéries et des enzymes (Hammill et al, 1997, Anjani et al, 2007).

e des principes actifs pour I’industrie pharmaceutique (Benita et al, 1985, Sefton et al,
1982, Sugamori et al, 1989).

e des principes actifs cosmétiques (El-Zawahry et al, 2007, Ge et al, 2009).

e des minéraux (sels du calcium ou du fer) (Abbasi et al, 2011).
I1.7.Additifs

En plus du matériau enrobant et la matiére active, certains additifs peuvent également étre
ajoutés dans le systeme avant la micro encapsulation. Parmi les additifs les plus souvent utili-
sés en micro encapsulation on trouve les agents tensioactifs (Salaiina et al, 2011 Theron et
al, 2012, Saihi et al, 2006,Krishnan et al, 2005,Shaikh et al, 2006, Gan et al, 2008,Yu et
al, 1997,Yoo et al, 2006, Irache et al, 1995, Hildebrand et al, 2000), les agents antimicro-
biens (Gharsallaoui et al, 2012, Wang et al, 2011), ou encore les agents réticulant (Ezpele-
ta et al, 1996, Lazko et al, 2004). Dans le cas de ["utilisation d’un principe actif hydrophobe,
la stabilisation de I’émulsion, avant I’étape de micro encapsulation, peut se faire en présence
d’un agent tensioactif. Les surfactants utilisés pour stabiliser la phase huileuse de 1’émulsion
sont les oléates de sorbitane (Span) (Salaiina et al, 2011, Saihi et al, 2006, Gan et al, 2008),
les polysorbates (Tween) (Theron et al, 2012, Krishnan et al, 2005, Shaikh et al., 2006, Yu
et al, 1997, Yoo et al, 2006), le polyricinoléate de poly glycérolé (Augustin et al., 2009) et
les copolymeres a blocs (Synperonic) (Irache et al, 1995, Hildebrand et al, 2000). Ces ten-
sioactifs sont ajoutés dans les préparations liquides en faible quantité (de 0,5 % a 5 %).Afin

de prévenir la multiplication des micro-organismes dans le systéme et de le stabiliser effica-
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cement, des agents antimicrobiens, notamment 1’azoture de sodium, peuvent étre utilisés
(Gharsallaoui et al, 2012, Wang et al, 2011).

Les agents de réticulation sont parfois utilisés aprés 1’étape de micro encapsulation pour con-
solider I’enrobage polymérique et lui apporter de meilleures propriétés mécaniques dans le
but de protéger les particules formées contre la coalescence et la libération préalable de la
matiere active. Par exemple, dans le cas de I’encapsulation de principes actifs par des pro-
téines, le glutaraldéhyde est souvent utilisé comme agent de réticulation (Ezpeleta et al,
1996, Lazko et al, 2004).

Avant I’utilisation d’un additif il est nécessaire de connaitre ses propriétés, notamment la
compatibilité avec I’application visée. Par exemple, les additifs comme 1’azoture de sodium et
le glutaraldéhyde présentent une toxicité élevée et leur utilisation dans les produits destinés &

la consommation humaine est limitée (Fagqi et al 2008 Leung et al 2001).
I1.8. Techniques d’encapsulation

Les procédés de micro encapsulation sont variés; il existe plusieurs classifications de ces tech-
niques. Elles peuvent étre classées selon 1’utilisation ou non de solvants organiques, selon le
colit énergétique des techniques (Richard et al, 2000), ou encore selon leur application dans un
domaine ou un autre. Cependant, la classification la plus courante est présentée dans le (Ta-

bleau I1.01).
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Tableau.I1.01.Procédés de micro encapsulation

Type de procéde | Mode d’encapsulation Gamme de tailles | Types de
de produits obtenus
microcapsules
obtenues
Séparation de phasesou | 21200 \m Microcapsules
coacervation (simple ou Microsphéres
complexe
Procedes physico- | Evaporation — extraction | 0,5 — 200 \m Microspheres
chimiques de solvant
Gelificationthermique Microsphéres
d’emulsions (hot melt)
Polycondensation 2-2000 \m Microcapsules
interfaciale
Polymerisationinterfaciale | 2 — 2000 \m Microcapsules
Procédés chi- Polymérisation en milieu Microsphéres
miques disperse par voir radica-
laire
ou anionique
Nébulisation/séchage 1-200\m Microspheres
(spray drying)
Gélification ou congela- | 200 — 800 \m Microspheres
tion de gouttes (priling)
Procédés
mécaniques Enrobage en lit fluidisé 35-5000 \m Microcapsules
(spray-coating)
Extrusion/spheronisation | > 200 \m Microspheres

Classification des techniques d’encapsulation selon la nature du procédé (d’aprés Richard et

Benoit, 2009, et Finch et Bodmeier, 2005).
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Chapitre 11 Micro encapsulation

I1.9.Caractéristiques des microparticules
I1.9.1.Structure et taille

Les microparticules sont composées d’un matériau enrobant constitué de polymeressynthé-
tiques ou naturels ou encore de lipides et, en général, d’une mati¢re active. Ellesprésentent
une taille comprise entre 1 et 1000um. Leur distribution granulométrique est detype gaussien,
varie avec le procédé de fabrication choisi et est déterminée par granulométriea variation de
résistance €lectrique ou diffraction laser. La morphologie des microparticulespeut étre obser-
vée par microscopie optique ou é€lectronique. Deux structures peuvent exister : les micros-
phéres et les microcapsules (Figure.Il.3). Les premiéres sont formées d’une matricecontinue
de polymére ou de lipide au sein de laquelle le principe actif est dissout ou dispersé. Les mi-
crocapsules sont quant a elles des réservoirs constitués d’un cceur de principe actif sousforme

liquide, solide ou éventuellement gazeux, entouré par une membrane de matériauenrobant.

Figure.Il.3.Microsphére (a) et microcapsule (b)

Les polyméres formant le matériau enrobant peuvent étre d’origine naturelle (gélatine, chito-
sane alginate de sodium, agarose...), hémi synthétique (dérivés de la cellulose...) ou synthé-
tique comme les copolyméres des acides lactique et glycolique couramment utilisés. Selon le
domaine d’application des microparticules, des propriétés de biocompatibilité et/ou de biodé-
gradabilité seront requises. Les lipides (acides gras, alcools gras, glycérides, cholestérol...)
seront plutdt utilisés sous forme solide, de méme que les cires naturelles ou minérales.
D’autres matériaux tels que des stabilisants (tensioactifs, dispersants, antimottants...) ou des
cryo protecteurs peuvent étre ajoutés a la formulation des microparticules. L’ensemble des

composés va intervenir dans le profil de libération de la matiére active.
I1.9.2.Encapsulation et cinétique de libération

Les microparticules contiennent une maniére tres variable entre 1 et 90% en masse de matiére
active. Les taux d’encapsulation déterminés par HPLC ou spectrophotométrie sont générale-
ment plus élevés au sein des réservoirs formés par les microcapsules. Différentsfacteurs phy-
sico-chimiques tels que la charge électrique de surface, la mouillabilité, laporosité et le degré

de gonflement des microparticules, ainsi que les polymeéres utilisés (caractérisés par analyse

Page 26



Chapitre II Micro encapsulation

calorimétrique différentielle ou chromatographie d’exclusionstérique) peuvent influencer la
libération du principe actif encapsulé. L’état physique de cedernier est également un facteur a
connaitre. En effet, une dispersion moléculaire de matiéreactive encapsulée ne se libérera pas
de la méme maniére que des cristaux et n’aura pas nonplus la méme stabilité au sein du sys-
téme. Certaines particules fabriquées pour I’encapsulation de cellules, d’enzymes ou de bacté-
ries sont destinées a garder leur contenu. D’autres doivent le libérer de maniére brutale com-
medans le domaine des autocopiants en papeterie, par exemple. Dans ce cas, la membrane
doitétre étanche et la libération se fera par éclatement ou fusion de la particule sous les effet-
srespectifs de la pression ou de la température. Lorsque la libération de la matiére active doi-
tétre prolongée, deux mécanismes principaux existent et peuvent cohabiter : diffusion passi-
veet dégradation ou dissolution du matériau enrobant. Les cinétiques de libération obtenues
pardiffusion passive pour des microcapsules suivent logiquement les lois de Fick et sontgéné-
ralement d’ordre 0 ou 1. Dans ce dernier cas, la vitesse initiale de libération peut étre soitaccé-
lérée (« buste ») si beaucoup de matiére active se trouve a la surface de la particule, soitretar-
dée si au contraire, un laps de temps est nécessaire pour que la matiere active imprégne la-
membrane de la microcapsule, étape indispensable a sa libération dans le milieu extérieur.
Dans le cas des microsphéres, les cinétiques obtenues par diffusion passive suivent la
loid’Higuchi décrivant une quantité de matiére libérée proportionnelle a la racine carrée du
temps.

(Philippe Legrand et al 2007).

Il existe plusieurs techniques de libération du principe actif :

- Libération déclenchée, rapide : rupture de la membrane par augmentation de la température
ou par application d’une pression (Empereur J, 2006, Conception de nouveaux papiers
autoadhésifs, Theése de PINPG, p. 29-31 ; Richard J, Benoit J.P, 2000, Micro encapsula-
tion, Techniques de I’ingénieur, J2210, p. 2-5).

- Libération prolongée :

-Soit par diffusion a travers la membrane, poreuse et perméable, qui permet un largage lent et
régulier du matériau cceur. Le temps de largage dépend principalement des caractéristiques de
la membrane (porosité, épaisseur ...).

-Soit par dégradation progressive de la membrane : au contact d’une enzyme, d’une flamme
ou d’eau, le matériau carapace se dégrade progressivement, libérant la substance active ((Boh
B, Sumiga B, 2008, Microencapsulationtechnology and its applications in building

Construction materials, RMZ — Materials and geoenvironment,vol. 55 (3) , p. 329-344.).
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Chapitre III Traitement et analyse d’image

IT1.1.Introduction

L'analyse d'image est la reconnaissance des €léments contenus dans I'image. Il ne faut pas
confondre analyse (décomposition en éléments) et traitement (action sur les composantes) de

l'image.

Le but de I’analyse d’image est de fournir une description quantitative de 1’image (nombre de
cellules d’une certaine taille) ou une reconnaissance de forme (utile si les caractéristiques
morphologiques de I’image sont liées aux propriétés de I’objet). Elle trouve des applications

dans de nombreux domaines : sciences des matériaux, sciences de la vie, géologie, robotique.

Les analyseurs d’images quantitatifs se composent d’une caméra de télévision qui peut étre
combinée a un microscope optique, un appareil de projection ou un microscope €lectronique.
Les signaux provenant de 1’image regue par la caméra sont traités par une unité centrale qui
calcule les surfaces, effectue les comptages et répartit les particules en classe de diamétre. Il
est également possible de déterminer des caractéristiques telles que le rapport entre les dia-
metres maximal et minimal. La zone en cours d’examen est visualisée sur un écran; le sys-
téme est accessible au clavier ou commandé par menu. Avec un tel dispositif, il est possible
de choisir les objets a examiner, d’en effacer et de séparer des particules adjacentes. Ces sys-
temes permettent fréquemment la correction des images ou I'utilisation de méthodes de clas-
sement telles que I’intensification d’image par détection du niveau de gris pour obtenir un

meilleur contraste.
III.2.Applications

Une évaluation quantitative par analyse d'image permet de comparer un échantillon avec des
normes. Les applications au contréle de qualité sont nombreuses. On va pouvoir contrdler la
qualité du lait cru par numération bactérienne, 1'aptitude a la mise en forme d'alliages d'alumi-
nium. De méme, on peut évaluer les inclusions non métalliques dans un acier ou la composi-
tion de prélevements de houille. Des applications variées peuvent &tre trouvées aussi dans les

domaines suivants :

¢  photographie
¢ cinéma numérique

¢ astronomie
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Chapitre 111 Traitement et analyse d’image

¢ contrdle non destructif
¢ médecine

¢ sécurité

¢ microscopie

¢ micro-tomographie

¢ contrdle non destructif moyens exposeés.
ITL.3.Analyse d'image informatique

L'utilisation des ordinateurs permet l'automatisation de l'analyse du contenu d'images. On y a
recours dans les domaines militaires (repérage de forces armées sur des images de satellites),
de la sécurité (reconnaissance faciale), en astronomie (analyse de mouvement de corps cé-
lestes), en biologie / médecine (numération de cellules), en biologie moléculaire (analyse de

gels d'électrophorése), dans la vie de tous les jours (reconnaissance de caracteres).

Ces logiciels mettent en ceuvre des algorithmes tels que la squelettisation, les convolutions, le
seuillage, les opérations (addition, soustraction, multiplication, division) d'images, les opéra-
tions binaires (et, ou, Nor, Xor...) d'images, ...etc. La programmation de ces opérations per-
met & l'utilisateur d'effectuer rapidement l'analyse d'un grand nombre d'images en fonction de

sa problématique.
II1.4.Traitement d'image

Le traitement d'images commence a étre étudié dans les années 1920 pour la transmission
d'images par le cable sous-marin allant de New York & Londres. Harry G. Bartholomew et
Maynard D. Macfarlane effectuent la premiére numérisation d'image avec compression de
données pour envoyer des fax de Londres a New York. Le temps de transfert passe ainsi de
plus d'une semaine & moins de trois heures. Il n'y a pas vraiment d'évolution par la suite jus-

qu'a la période d'aprés-guerre (Gonzalez, woods 2008 introduction p.3-4).

Le traitement du signal prend de I'importance vers la fin de la seconde guerre mondiale avec
l'arrivée du radar. La prospection pétroliére participe aussi beaucoup, au développement des

techniques de traitement du signal.

Le véritable essor du traitement d'images n'a lieu que dans les années 1960 quand les ordina-

teurs commencent a étre suffisamment puissants pour travailler sur des images.
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Peu aprés, la redécouverte de la transformée de Fourier rapide (FFT) qui révolutionne le do-
maine, en rendant possible les manipulations du contenu fréquentiel des signaux sur ordina-
teur, cependant, I'essentiel des recherches porte encore, a cette époque, sur 'amélioration des

images et leur compression.

En 1980, David Marr formalise le premier la détection de contours de maniére précise (D.
Marr et E. Hildreth : Theory of EdgeDétection, Proc. R. Soc. London, B 207, 187-217,
1980). Au cours des années 1980, un véritable engouement se fait jour pour le traitement de
I'image et surtout pour la compréhension de I'image par des systémes experts. Les ambitions

étaient beaucoup trop grandes, 1'échec fut d'autant plus cuisant.

Les années 1990 sont témoins de I'amélioration constante des opérateurs. La recherche médi-
cale devient un trés gros demandeur en traitement d'images pour améliorer les diagnostics
faits a partir des nombreuses techniques d'imagerie médicale, la technique reine étant I'TRM.
Les publicitaires, puis le grand public se familiarisent avec la retouche d'image grace au logi-
ciel Photoshop, et le traitement d'images dans un objectif esthétique se répand avec 'appari-
tion d'autres logiciels dédiés (The Gimp, PaintShop Pro). Enfin, la décennie s'achéve sur l'en-

gouement pour les ondelettes et les images multimodales.

Depuis quelques années, le traitement d'image informatique analyse les contenus techniques
des images numériques en les détaillant et les modifiant par le traitement d'images est une
discipline de l'informatique et des mathématiques appliquées qui étudie les images numé-
riques et leur transformation, dans le but d'améliorer leur qualité ou d'en extraire de l'informa-

tion.

Il s'agit d'un sous-ensemble du traitement du signal dédié aux images et aux données dérivées
comme la vidéo (par opposition aux parties du traitement du signal consacrées a d'autres types
de données : son et autres signaux monodimensionnels notamment), tout en opérant dans le
domaine numérique (par opposition aux techniques analogiques de traitement du signal,

comme la photographie ou la télévision traditionnelles).

Dans le contexte de la vision artificielle, le traitement d'images se place aprés les étapes d'ac-
quisition et de numérisation, assurant les transformations d'images et la partie de calcul per-
mettant d'aller vers une interprétation des images traitées. Cette phase d'interprétation est
d'ailleurs de plus en plus intégrée dans le traitement d'images, en faisant appel notamment &

l'intelligence artificielle pour manipuler des connaissances, principalement sur les informa-
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tions dont on dispose a propos de ce que représentent les images traitées (connaissance du «

domaine »).

La compréhension du traitement d'images commence par la compréhension de ce qu'est une
image. Le mode et les conditions d'acquisition et de numérisation des images traitées condi-
tionnent largement les opérations qu'il faudra réaliser pour extraire de 1'information. En effet,

de nombreux parametres entrent en compte, les principaux étant :

1. la résolution d'acquisition et le mode de codage utilisé lors de la numérisation, qui dé-
terminent le degré de précision des éventuelles mesures de dimensions,

2. les réglages optiques utilisés, (dont la mise au point) qui déterminent par exemple la
netteté de I'image,

3. les conditions d'éclairage, qui déterminent une partie de la variabilité des images trai-
tées,

4. le bruit de la chalne de transmission d'image.
Quelques exemples types d'informations qu'il est possible d'obtenir d'une image numérique :

¢ Laluminance moyenne

¢ Le contraste moyen

¢ La couleur prédominante

¢ Le taux d'acuité moyen (précis ou flou)

¢ Le taux d'uniformité des couleurs

¢ La présence ou l'absence de certains objets

¢ Une photographie modifiée et traitée par ordinateur
ITL5.Types de données manipulées

Le traiteur d'image dispose principalement d'images numériques, donc échantillonnées. Il dis-
pose également de données intermédiaires de diverses natures : cartes de régions, listes de
points connexes, tableaux de valeurs mesurées, etc. En ce qui concerne les images proprement
dites, la représentation la plus utilisée est celle d'un tableau a 2 dimensions composé d'un en-
semble de lignes et de colonnes. Chaque cellule du tableau, appelée pixel, contient une valeur
quantifiée. Cette valeur est une sémantique dépendant du type de signal qu'elle code (intensité

lumineuse du point, distance a un point de référence, ou numéro de la région d'appartenance
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par exemple). Dans le cas des images 3D d'IRM, la représentation n'est plus un tableau a 2

dimensions mais un tableau a 3 dimensions.
II1.6.Acquisition d'une image

L'acquisition d'images est une mesure spatiale d'une interaction entre une onde et de la ma-
ticre. L'onde est émise par une source et regue par un capteur. Par exemple dans le cas de
l'échographie, 1'ultrason, une onde acoustique est émise et regue par la sonde. L'interaction est

la réflexion de l'ultrason sur la structure du corps.

Dans le cas d'onde électromagnétique, la photographie utilise le spectre visible c'est-a-dire qui
est visible pour I'ceil humain. Il y a des applications sur l'ensemble du spectre électromagné-
tique, des rayons gamma jusqu'aux ondes radio. Ainsi, les images acquises par rayons X ou
par rayons gamma sont surtout utilisées en imagerie médicale et en astronomie (Gonzalez,
woods 2008introduction p.7-24). En médecine, on utilise des imageurs IRM, TEP, scanner
X, échographie Doppler, échographie, scintigraphie, Tomographie (Gonzalez, woods 2008
introduction p.7-24).

Les deux caractéristiques importantes de la mesure spatiale est la taille du plus petit élément
(pixel), mais aussi l'inter corrélation de deux éléments voisins : plus cette inter corrélation est

faible, meilleure est l'image.
IIL.7. Transformation de I’image numérique en image binaire

En fonction des formes recherchées (grains de telles tailles, zones de couleurs particuliéres),
on va séparer les structures intéressantes des autres par 1’opération de seuillage. Elle consiste
a donner la valeur 1 aux structures qui vérifient les critéres sélectionnés et 0 aux autres. On

obtient donc une matrice binaire.
II1.8. Traitement de I’image binaire

Les structures de cette image binaire peuvent étre étudiées sous deux aspects : la morphomé-
trie ou la stéréologie. La morphométrie est une analyse quantitative de I’image d’un objet ou
d’une structure, elle définit des grandeurs mesurables. La stéréologie est un ensemble de mé-
thodes mathématiques qui permet de passer d’une analyse bidimensionnelle sur coupe a une

analyse tridimensionnelle.
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I11.9.0pérateurs de traitement d’images

Par analogie avec les opérateurs mathématiques, on appelle opérateurs de traitement d'images
des traitements plus ou moins complexes prenant en entrée une image ou un ensemble d'in-
formations relatif & une image, et produisant une image ou un ensemble d'informations relatif

aux données initiales.
II1.10.Filtres linéaires

Un filtre linéaire transforme un ensemble de données d'entrée en un ensemble de données de
sortie selon une opération mathématique appelée convolution. Lorsqu'il s'agit de données nu-
mérisées comme dans le cas du traitement d'image, la relation entre les valeurs des pixels de
sortie et celle des pixels d'entrée est décrite par un tableau de nombres, généralement carré,
appelé matrice de convolution. Le temps de calcul est souvent réduit lorsqu'on veut séparer un
filtre en deux filtres dont la convolution mutuelle permet de le reconstituer. Cette remarque
est utilisée en particulier pour créer un filtre & deux dimensions a partir de deux filtres a une

seule dimension (vecteurs) dans le sens horizontal et le sens vertical.
ITI.11.Détection de contours

Ces filtres transforment I'image d'entrée en une image noire sauf aux points ot un contour est
détecté qui est marqué en blanc. Les valeurs absolues importent peu, il est sans intérét de
changer d'échelle comme pour un lissage. La détection est basée sur la dérivation selon les
deux coordonnées. Si on considére classiquement les signaux comme des sommes de sinu-
soides, la dérivation apparait comme un filtre passe-haut qui introduit donc du bruit & l'origine
de faux contours. Pour I'amateur il est recommandé, avant d'utiliser un filtre simple, d'atténuer
ce bruit par passage dans un filtre flou. Des méthodes plus élaborées ont ét¢ systématisées

pour les professionnels.

Filtre dérivées premiéres : Le filtre le plus simple consiste a calculer les différences entre
pixels voisins sur les horizontales puis sur les verticales. Chaque extremum correspond a un

point d'un contour.

Filtre de Prewitt: le filtre de Prewitt introduit un flou, chacune des deux matrices étant le
produit du filtre dérivation dans la direction considérée par un filtre de flou rectangulaire se-

lon l'autre direction.
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Filtre de Sobel: la technique précédente est améliorée en remplagant le filtre rectangulaire

par un filtre triangulaire.

Filtre de Canny: c'est un filtre de Sobel précédé par un lissage gaussien et suivi par un seuil-

lage. Ce filtre est congu pour étre optimal, au sens de trois criteres.
Filtre de Deriche: variante du filtre de Canny tout aussi efficace.

Filtre dérivées secondes: celles-ci se calculent simplement en différences finies et c'est main-
tenant un changement de signe qui correspond a un point d'un contour. On les utilise généra-

lement a travers leur somme qui est le Laplace.

Filtre de Marr-Hildreth: le calcul du laplacien est précédé par un lissage gaussien avec deux

variances ajustables pour filtrer les hautes fréquences.
II1.12.0pérateurs morphologiques

La morphologie mathématique offre des opérateurs non linéaires particuliérement utiles pour
filtrer, segmenter et quantifier des images. Initialement destinée au traitement des images bi-
naires, elle a trés vite été généralisée aux images a niveaux de gris, puis aux images en cou-

leurs et multi-spectrales.

La nature des opérateurs morphologiques fait qu'ils se prétent bien au développement de cir-
cuits électroniques spécialisés (ou bien a l'utilisation de FPGA) dans les opérateurs morpholo-

giques.
ITI.13.Reconnaissance d'objets

La reconnaissance d'objets est une branche de la vision artificielle et un des piliers de la vision
industrielle. Elle consiste a identifier des formes pré-décrites dans une image numérique, et

par extension dans un flux vidéo numérique.

Il ne faut pas confondre reconnaissance d'objets (en anglais : « object recognition » ou « shape
recognition ») et reconnaissance de formes (« pattern recognition » en anglais). La premicre
s'attache a reconnaitre des formes géométriques dans une image, alors que la seconde cherche
A identifier des motifs dans des données statistiques. La confusion vient du fait qu'on utilise

souvent la reconnaissance de formes comme technique appliquée a la reconnaissance d'objets.
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Tout d'abord objet d'algorithmes dirigés par 'homme, jusqu'en 1995 (tentatives de reproduire
par un algorithme un raisonnement humain d'identification, comme par exemple dans « un
vélo posséde deux roues, un cadre ... »), la reconnaissance d'objets a fait l'objet de progres
importants par la suite au travers de la mise en ceuvre de techniques d'apprentissage, comme
par exemple les séparateurs a vaste marge. Ces techniques visent a faire exploiter des bases
d'exemples positifs et négatifs (contre-exemples) par un algorithme de recherche de criteres
discriminants, c'est-a-dire de critéres permettant de séparer au mieux les exemples des contre-

exemples.

II1.14.Quelques exemples concrets de traitement d'images

Controle de présence/absence. Sur des chaines de production, on vérifie en bout de chaine

avec une caméra vidéo la présence d'une pi¢ce dans un ensemble plus complexe. Pour cela

bien souvent il suffit de faire un simple seuillage dans une région spécifique.

Controéle du niveau de maturation des fruits sur une chaine de conditionnement. Il s'agit

de reconnaitre a la couleur et a la texture du fruit son degré de maturité et donc la catégorie

sous laquelle il sera emballé puis vendu.

Construction et correction de cartes géographiques d'aprés des images satellites ou des

images aériennes. On recale d'aprés des informations topographiques les images regues, puis

on les met sur la carte en correspondance avec les informations trouvées dans I'image : voies

de communication, voies et plans d'eau, parcelles agricoles...

Surveillance et évaluation de la production agricole. Il est possible de déterminer le degré

de maturation des cultures, la quantité d'eau nécessaire pour l'irrigation, leur rendement

moyen etc. On peut ainsi établir des prévisions a large échelle de la récolte a venir.

Reconnaissance de 1'écriture. La reconnaissance de I'écriture manuscrite progresse de jour

en jour. Elle est suffisamment opérationnelle pour que la majorité des adresses, méme manus-

crites, soient reconnues automatiquement sur le courrier postal.

Recherche d'image par le contenu. L'objectif de cette technique est de rechercher, parmi

une base de données d'images, les images similaires & une image exemple, ou ayant certaines

caractéristiques, par exemple rechercher toutes les images comportant un vélo.
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Analyse de la vidéo. L'objectif de cette technique devenue une discipline depuis les années

2000 lorsque la puissance des processeurs peu onéreux et en particulier des PC a permis des
traitements puissants en temps réel est d'interpréter les faits observés a l'image afin de signaler
ou d'enregistrer des faits marquants. Le plus souvent, la caméra est fixe et observe les mou-
vements d'une scéne. Les applications sont nombreuses : protection des biens (détection d'in-
trusion, détection d'objet abandonné ou déposé), identification (biométrie faciale), sécurité des
personnes (détection de chutes de personnes, franchissement de rambardes,...), animations
(planchers animés selon les mouvements des danseurs), détection de feux (industriel, foréts,
tunnels,...), surveillance de tunnels (comptage, mesure de vitesse, détection de

fuites/anomalies dans les plafonds), surveillance de tuyaux et autres process industriels.

Segmentation et suivi de cellules vivantes en microscopie. Cela permet d'analyser le com-

portement d'une population de cellules et ainsi de détecter certaines anomalies.

Analyse et authentification de tableaux. L'étude des niveaux des couleurs des pigments et

des vernis permet une analyse approfondie des ceuvres. Il est ainsi possible de voir les restau-

rations successives et d'identifier les faux.
ITI.15.Termes spécifiques

Calibration: opération consistant & trouver la relation entre les coordonnées dans 1'image et

les coordonnées dans l'espace de la scéne.
Filtre : autre nom d'un opérateur prenant une image en entrée et produisant une image.
Pixel : contraction de « Pictureélément », plus petit élément d'une image numérique 2D.

Recalage : technique consistant & trouver une transformation géométrique permettant de pas-

ser d'une image (dite source) a une autre image (dite cible).

Segmentation : opération qui consiste a extraire d'une image des primitives géométriques.

Les primitives les plus employées sont les segments (contours) ou les surfaces (régions).

Squelettisation : permet d'obtenir le squelette d'une forme (objet de dimension inférieure que
l'objet initial et qui préserve des informations topologiques ou géométriques par rapport a

l'objet).

Voxel : déformation de pixel (« volumic pixel ») pour les images 3D.
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Chapitre III Traitement et analyse d’image

Zone d'intérét : dans la mise au point d'un systéme de traitement d'images, il n'est que rare-
ment intéressant d'appliquer un opérateur de traitement d'images a la totalité de I'image. Le
plus souvent seule une partie de 1'image doit étre traitée. Cette zone est nommeée « zone d'inté-

rét ».
Informations tirées de Wikipédia
IT1.16.Logiciels pour traitement d’image

v ICY

v" Cell Profiler
v' IMAGEJ

v Mountains Map

Les exemples fournis dans cette étude seront sur Image j

II1.16.1. Image j

Figure.Ill.01.Logo d’image;j

ImageJ est un logiciel multiplate-forme et open source de traitement et d'analyse d'images
développé par les National Institutes of Health. Il est écrit en Java et permet 1'ajout de nou-

velles fonctionnalités via des plugins et macros.

ImagelJ est exécuté comme un applet téléchargeable sur n'importe quel ordinateur disposant
d'une machine virtuelle Java 5 ou ultérieure. Des distributions pour Microsoft Windows, Mac
OS, Mac OS X, Linux, et Zaurus sont disponibles en téléchargement (page de telecharge-

ment officiele).

Le développeur du projet, Wayne Rasband, fait partie du Research Services Branch du Natio-
nal Institute of Mental Health.
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Chapitre I Traitement et analyse d’image

I11.16.2.Fonctionnalités

Imagel] se présente sous la forme d'une fenétre principale flottante qui ouvre des fenétres de
données, elles aussi flottantes. La fenétre principale contient les menus et les boutons des ou-

tils disponibles (sélection rectangulaire, ovale, main libre, etc.).

- lmage.

?File Edit Image Process AnalyzePlugms WmdowHelp

Bolalol<dal+|s|alalalsl |o]4]a]n] | |- §

Figure.I11.02.Fenétre principale d'Image].

La plupart des opérations courantes de traitement d'images sont réalisables avec Imagel, vi-
sualisation et ajustement de I'histogramme des niveaux de gris, dé bruitage, correction d'éclai-
rage, détection de contours, transformation de Fourier directe et inverse, seuillage, opérations
logiques et arithmétiques entre images, et d'une maniére générale, tout type de transformation
linéaire par définition personnalisée de masques. Des traitements issus de la morphologie ma-
thématique sont aussi disponibles : érosion/dilatation, ligne de partage des eaux, squelettisa-
tion, ...etc. En analyse d'image, Image] permet de dénombrer des particules, d'évaluer leurs
ratios d'aspect, de mesurer diverses grandeurs (distances, surfaces), d'extraire des coordonnées

de contours...
II1.16.3.Applications

Image] a été initialement développé pour des applications biomédicales. 11 permet par
exemple de faire des analyses de gels d'électrophorése, ou de la détection et analyse de tu-
meurs. Son usage s'est depuis étendu a d'autres domaines, comme la science des matériaux
(détermination de tailles de grains, traitement d'images obtenues par micro tomographie X par

exemple).
IT1.16.4.Caractéristiques

Imagel peut visualiser, éditer, traiter, et analyser les images ou des piles d'images (stack) en

8-bits, 16-bits, 32-bits et les images couleur. Image] est capable d'ouvrir et sauver des images
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Chapitre I11 Traitement et analyse d’image

dans de nombreux formats, notamment en TIFF, PNG, GIF, JPEG, BMP, DICOM, FITS,

mais aussi des images en format brut (raw).

Image] est un logiciel libre : le code source est en acces libre et peut étre modifié. C'est un
logiciel multi- plateformes, en raison de son fonctionnement sur une machine virtuelle Java.
Ses fonctions sont extensibles; de nombreux plug-ins existent, qui abordent des domaines
jusque-la réservés aux logiciels commerciaux comme Aphelion : manipulation et visualisation
d'images tridimensionnelles, filtrages médians et morphologiques 3D, contours actifs
(snakes), filtres diffusifs, ...etc. Par ailleurs, il est possible de combiner les fonctions natives
ou ajoutées en créant des macros - la maitrise de Java n'est pas alors nécessaire. La diversité
des plug-ins disponibles - plus d'une centaine - en fait son avantage principal, mais peut dé-
router les néophytes : il est parfois difficile de trouver rapidement une fonction correspondant

a un besoin précis (site officielle et documentations et documentation plugins)

III.17.Configuration du logiciel
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II1.17.1.Les opérations de base sur Imagej

a) Interface

I:cltt"lrnacxg l‘=’rn:e‘§=~ AnahTes Flugins anh’ldnm Help
=1 [c:}v P e I NG K= R i P2l R L T I 2 I
1

Barre de menu
L File Eart image IProcess  Anziyze  Plagins wrindow Help

Barre d'outils

Barre d'etat
Ireged 1,45, Jawa 1.6.0_20 [22-bil], 1 T47k ol 120008 (=126)

e

¢)Informations pixel

Informations sur le pixel
sous le curseur de la souris
position en X,

et valeur en niveau de gris

Informations image

Curseur de souris

d) Zoom
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h) Outil Point pour le comptage
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L) Seuillage
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Chapitre IV Partie expérimentale

IV.1.Introduction

La conservation des substances de valeur (telle que les principes actifs, les aromes, les huiles
essentielles) souvent sensibles a la chaleur et a la lumiére est primordiale afin d’éviter la dé-
sintégration de ces derniéres qui va surement conduire & une perte économique et méme af-
fecter la qualité des produits destinés aux consommateurs vue que I’industrie dépend beau-
coup de ces substances ,donc pouvoir protéger ces molécules sensibles est un défiqui a pous-
sé les chercheurs en ce domaine & innover une méthode qui s’appelle la micro-
encapsulation.Cette derniére a apporté beaucoup , presque dans tous les domaines (médecine ;
agroalimentaire ; textiles ; cosmétique ; papeteries).On entend ce mot maintenant partout 1a ou
en va, a travers la micro-encapsulation on peut méme guider un principe actif dans le corps
humain de telle sorte que ce dernier sera libéré 1a ot on veut quand on veut, il faut juste mai-
triser les techniques d’encapsulation et avoir aussi des informations sur les milieux de libéra-
tion et méme sur la matiérepar la quelle en encapsule nos substances, tout cela donne a ces
derniéres de nouvelles caractéristiques physico-chimiques. Notre travail n’était pas de maitri-
ser la micro encapsulation, ¢’est vrai qu’on est arrivé a produire des capsules de différentes
tailles et formes, vides et pleines (I’élément encapsul€ était le rouge de cochenille plus préci-
sément le ponceau 4R).Mais était de pouvoir utiliser I’outil informatique, on parle bien str du
traitement et analyse d’image que ca soit dans le coté caractérisation ou bien le suivi du gon-
flement des capsules, et par suite suivre le profil de libération du colorant. Il est facile de se
procurer un logiciel souvent licence ouverte. On a choisi imagej & cause de ses qualités, déve-
loppé par I’institut nationale de santé en USA ce logiciel est en domaine public java, il pro-
pose beaucoup de commande et offre plusieurs opérations, sa manipulation est trop facile, on
peut méme télécharger un guide d’utilisateur et méme pouvoir discuter avec des utilisateurs
dans des forums congu que pour imagej, nos résultats obtenus seront discutés dans cette par-
tie.

IV.2.Matériels et réactifs utilisés

IV.2.1. Matériels

-Spectrophotometre UV visible (Pharmacia BiotechNovaspectre II)
-Spectrophotomeétre infrarouge a transformé de fourrier (Jasco FT/IR-4100)
-Plaque chauffante et agitateur magnétique (Snijders 34532)

-Microscope optique (Motic®)

-pHmetre (OHAUS STARTER 2C)

-Papier pH

-Papier filtre (micron et macro)

-Béchers
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Chapitre IV Partie expérimentale

-Pipettes (1-10-15ml)

-Eprouvettes

-Erlen Meyer

-Entonnoirs

-Seringues a aiguilles 21G et 15G

-Nébuliseur

-Balance analytique (ACCULAB, sartoriusvicon)
-fioles jaugées

-Spatules

-Balance (Balance AnalytiqueEXPLOREROhaus®)
-Microscope électronique a balayage (FEI Quanta 650)
IV.2.2.Produits utilisés

-Alginate de sodium d’algues brunes (FlukaBioChemika 71240)
-Chlorures de calcium CaCl,.2H,0 (Panreac 131232.1211)

-Rouge de cochenille A (ponceaudR)

IV.2.2.1.Propriétés physico-chimiques d’alginate de sodium (TerkmaneNai-
la 2005) et du ponceau4R (Megha international) Tableau.IV.01.

parametres Alginate de sodium Ponceau 4R
Formule chimique brute CsH,04,COONa CyoH11N>Naz014S3
Solubilité soluble soluble
Point de fusion / /
Teneur en eau 15% 114gms/ litre
Résidu a la calcination 20-24% /
Chlorures / 18
Sulfates / 18
Meétaux lourds / 40 ppm
Substances insolubles 0.6% 0.2%
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IV.3. Préparation des macros capsules vides et pleines

la préparation des capsules se fait en premier par la dissolution de I’alginate de sodium dans
I’eau distillée a une proportion de 2%, dans une température ambiante et sous agitation (pour
s’assurer que l’alginate de sodium soit totalement dissoute, il faut attendre a peu prés une
heure) cette solution est ensuite mise dans des seringue (bien sur le choix des tailles des se-
ringues est important, c’est ce qui détermine le volume des capsules) ’extrusion des gouttes a
travers les seringues leur donne une forme plus ou moins sphérique, on laisse ces gouttelettes
tomber directement dans une solution de chlorure de calcium qui leur donnent par suite la
rigidité souhaitée(le temps et la température de réticulation n’ont pas une grande importance
sur I’aspect des capsules. Une température ambiante et 30 minutes sont suffisantes pour obte-
nir de bonnes capsules), pour encapsuler le colorant ce dernier peut étre ajouté directement
dans la solution d’alginate de sodium, la quantité ajoutée était de 0.05 gramme dans une solu-
tion de 50 millilitres d’eau avec 1 gramme d’alginate de sodium.

IV.3.1. Préparation des microcapsules

Méme démarche comme pour les macros sauf qu’on utilise dans ce cas un nébuliseur a la
place des seringues (Il faut faire attention a la quantité nébulisée car les microcapsules se col-
lent les unes aux autres et froment un film .Nébuliser qu’une seule fois est trés recommandé.

IV.3.2Schématisation des deux procédés (micro et macro-encapsulation)

agitation

Meélange
Seringue -4 Nébuliseur

L] ]

@

l | :

~ [ M ——
L 7 T - ‘% o | e——— =
T LTS S LY B el e
billes solution de CaCl2 Solution de CaCl2 micro billes

Figure.IV.1.Schématisation des deux procédés d’encapsulation (micro et macro).
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La solution d’alginate de sodium est directement coulée dans des boitesa pétries.Les propor-
tions d’alginate de sodium dans la solution d’eau distillée sont; 2% et 1%, on peut ajouter
un colorant a la solution pour obtenir un film coloré.

IV.4.Conception de I’outil d’agrandissement pour la prise d’images et de
vidéos

Le but de ce montage est de permettre une prise d’images ou de vidéos de facon nette et sans
problémes, I’agrandissement se fait parune lentille d’un laser de poche simple ; la camera est
placée directement sur la lentille ; notre montage est trés simple.

Base fixe pourle

| Smartphone

Lentille
d’agrandissement

Planche enbois

Basemobileréglable

pour I’&chantillon

Source delumiare

Figure.IV.2.Description del’outil d’agrandissement.

(Instructables.com, by yoshinok 2015)

IV.5. Caractérisation des micros et macro capsules

Afin de déterminer les différents parameétres concernantla forme et la taille des capsules ; nous
avons utilisé le logiciel imagej, les différentes étapes et opérations sont mentionnées par suite
avec une série d’images explicatives. Une fois I’image prise ;on I’ouvre avec imagej et c’est
ici que le traitement d’image(si nécessaire)commence pour éliminer toutes parties indésirables
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ou bien modifier certains paramétres dans I’image (contraste ,taille, couleurs, luminosi-
té...etc.) qui peuvent affecter le résultat final ; une fois que I’image soit préte a étre analyser.
On peut choisir une analyse manuelle, ou bien une analyse automatique et cela bien siir est du
a plusieurs facteurs. Il est important de signaler qu’on a utilisé une échelle en papier millimé-
tré intégré dans la lame a échantillon.

Figure.IV.3. L’échelle prise pour le calcul.

IV.5.1.Techniques de caractérisations sur imagej

IV.5.1.1.Macro capsules

utiliser les outils File<Open pour ouvrir notre image; apres utiliser la ligne droite pour
mesurer la longeur en pixel afin de la transofrmer en millimetre, et cela se fait par
Analyse<Set Scale.

r—lle Edn Image Process Analyze Plugins Window Hel
Oloja|ofZ <]+~ Al o)) oo sle || a] |-

Distance in pixels:

Known distance:

Pixel aspectratio:

Unit of length:
Click to Remove Scale

T~ Global

Scale: 104.02 pixels/mm

Figure.IV.4. Démonstration sur <<Comment établir I’echelle>>.
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On utilise I’outil rectangle pour sélectionner une surface d’analyse convenable , on obtient
une nouvelle image qui sera prete a etre binairisée Image<Crop.

il File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
fioolc|ol << +x|ala o0 o

Figure.IV.5.Démonstration de I’opération « crop ».

L’opération Prossess<Binary<MakeBinary nous conduit & 1’image binaire cette derniére
subira quelques retouches si nécessaire les opérations sont dans Prosess ,pour lancer I’analyse
il faut choisir les capsulesa analyser dans I‘image et cela se fait par la WandTool une fois que
les capsules sont sélectionnées on va aAnalyse<Mesure, un tableau apparaitra avec les diffé-
rents parametres cochés au paravent dans Analyse<SetMeasurements, cette opération se
refait pour arriver au nombre de particules souhaité , on est parvenu & compter 203 particules
I’histogramme des différents paramétres est obtenu grice a la fonction Résults<Distrubition
dans le tableau de résultats, une boite de dialogue apparait pour choisir le paramétre a analy-
ser.

le Edit Image Pmcess Analyze Pluqu’ﬁ Wmdaw Help ST
Aoix|o| <& +NAlalo|O] o] 4[5 2] a] |-

Figure.IV.6.Image binaire de macro capsules.
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=il.e ; F.Ea.it hl‘m.a‘g‘er ”P‘r;ac'ess" Ar’;aly;z.e Fluginsb Window Help
Jlojc|ol<4 |+ [A|a|o|@ pfs[F a]~|n] |»
=99, y=6, value=0

[deasure
Deselect

Properties... §

[V Show All
=¥ Labeals

Figure.IV.7.Macrocapsules libellées dans le « Roi Manager ».

)‘Flle Edrt lmage -”Process Analyzel >Plugms. Wndow Hel -
Clofa|o| << +IN Ala] 0@ o] e |

Rectangular‘ or rounded rectangular selectlons (right click to switch)

Flle Edlt Font Results
[area [Mean [stdDev [mode [Min [max [X [ [=ra [ [Perim.  [Bx -

1 3032 255 ] 255 288 258 127.868 954.042 127.868 54.042 223.037 94 i
2 3159 253 ul 2355 255 255 100.226 187.237 100.226 187.237 234.551 63
3 3182 255 u] 255 255 255 44429 304478 44429 304478 220.551 11 |
4 3482 255 u] 255 265 255 160.246 323.970 160.246 323.970 235723 12£
=] 3410 255 o 259 255 255 248.713 294.307 248.713 294307 223966 217
5 3203 255 u} 2595 255 255 262.025 178.136 262.025 178.136 244.108 2215

Figure.IV.8.Affichage des résultats sur imagej des capsules libellées.
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IV.5.1.2.Micro capsules

On les traite comme les macros sauf qu’on lance une analyse automatique (Analyse particls)

e Cdit Imace Process @nalyze Plugins Window | lelp
OO oz 4w/ N ala o oefse & &7 |ur =
x=3508, y—458, salun=148,104 117

listance n pivals:

Knovn distenca: 1 E
Frelasped ratin: 1.3 i

Untoliength. mm

Ltk lu Rernowe Scale

al

Soalel 354.05 pelsimm

cx | Cancel | llen

Figure.IV.9. Démonstration sur Comment etablir 1’echelle.

’ il Fue Can Im3ge Mrocess Analyze Plugins window | lelp
Pt O B;Q’)l/,ic{. o, ’\1 Alo‘\e’y [l 1)‘31'51!-_ & &g o=
x=4 34 =2 47 value=150 092 113

Figure.IV.10.Démonstration de I’opération « crop ».

— e Page i



Chapitre IV Partie expérimentale

fse o il 3
< | i Cdt Image Process Anshyze Mlgins Window Ilelp
10 (0] 4 o AJala @ ms 4 o) 0|d

acng) teal

4. o, ’\‘qu 8 i, 4 o]0 4 jwr»

|ioco

aeql9201 matlitype

I Puclumits

Cirzilarty,  D024.00

wis :
| Show. Natring -
|

i 9 Dizglajresulls | Fecuceeneges “ ER Furt Resd:

1 W Clearresulle [ acudz holss Mez ST [Ma F=X
W sunmare I~ Recardstate b 55

= 5 nsn

OK | Canced| Help
e |

|
|
: } @ sedialaracat ¥ il Shex i CED
i
|
|
|
|

T 'y
. Foul

iz (Count Iotz A [Average Sz

SGUSE 1Y U2 sRed

Figure.IV.11.Image binaire de microcapsules et les résultats des mesures.

IV.5.1.3. L’opération plot surface

L’opération Plot Surface nous offre une tres bonne vision de la surface des capsules, elle est
effectuée par les commandes suivantes :

En premier lieu, il faut ouvrir la photo, ensuite la rendre binaire aprés effectuer cette com-
mande (Analyse<Surface Plot) il faut juste cocherles paramétres souhaités pour aboutir 4 un
graphe significatif.

I~ Draw Wireframe
[V Shade

[V Draw Axds

™ Source Background is Lighter
I™ Fill Plot Background with Black

™ One Polygon Per Line
¥ Smooth

Figures.IV.12.0ptions d’affichage des « surfaces plot ».
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IV.6.Etude du gonflement des capsules pleines et suivi du phénoméne de
libération du colorant dans les milieux eau distillé et eau physiologique par
analyse d’image

Les capsules ont été choisies aléatoirement, deux tests ont été effectués pour chaque milieu (la
capsule est mise sur la lame et 1’ajout du milieu se fait par une seringue).

Le suivi des capsules lors du gonflement nous donne une idée sur le changement de forme et
la fagon par la quelle notre colorant est libéré, en paralléle le suivi de libération en fonction du
temps nous informe sur la concentration et la vitesse par laquelle le colorant est libéré. On
peut alors trouver le lien entre le gonflement et la libération.

IV.7.Etude de la libération du colorant par spectrophotométrie UV/visible

Figure.IV.13.Spectrophotomeétre UV/visible.

Courbe d’étalonnage : pour cela nous avons préparé huit solutions filles

Conc (mol/l) | 0,0001 | 0,0003 | 0,0005 |0,0006 |0,0007 |0,0008 | 0,0009 | 0,001

Absorbance | 0,062 0,16 0,283 0,363 0,407 0,475 0,542 0,582

R?=0.99
Do(abs)
0,7
0.5 | =557,88x- 0,007 s
= 0 B Reaaa
2 04 :
©
T 03
0,2
0,1 V/
0

0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012
concentration( mol/l)

Figures.IV.14.Droite d’étalonnage.
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Pour étudier la libération du colorant dans les deux milieux (eau physiologique et eau distil-
lée) en fonction du temps, un volume de huit millilitres pour chaque milieu est versé dans
deux creusés (chacun contenant un milieu), on a pesé trois milligrammes de capsules, pour
chaque dosage, on a prélevé quatre millilitres pour des intervalles de temps prédéfinis.

L’équation (1) nous permet de calculer la concentration libérée en fonction de I’absorbance
C=0,0017A+ 1E-05 ........... (1)

C : concentration mol/l, A : absorbance

Figure.IV.15.Montage pour les tests de libération.

IV.8. Calcul des rapports des intensités de couleur (rouge) avant et aprés
I’ajout du milieu (pour les deux milieux)

Pour pouvoir calculer les intensités il faut faire un montage des deux images de la capsule
avant et aprés 1’ajout du milieu (voir manuel imagej) apres il faut séparer I’image en trois
chaines rouge, verte, bleue. On sélectionne la zone d’intérét, L histogramme sera sur la chaine
rouge parce que notre colorant est rouge, les commandes sur le logiciel sont comme suite :

File< open (on choisit le montage) aprés image<color<channelstools on choisit Colora la
place de composite Analyse<histogramon observe aprés un histograme qui nous donne les
intensités de couleur rouge dans la zone sélectionnée, bien siir on prend la moyenne.
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IV.9.Photos des films préparés

. Figure.IV.16.Les trois membranes préparées a partir de différentes solutions d’alginate de
sodium a)-membrane diluée, b)-membrane concentrée, ¢c)-membrane colorée.
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Partie expérimentale

IV.9.1.Analyse spectrophotométrie infrarouge du film produit 4 partir

d’une solution d’alginate de sodium a 1%

Figure.IV.17.Spectrophotometre FT/IR a transformée de fourier.
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Figure.IV.18.Spectre IR Référence d’alginate de sodium commercial. (Fluka 71240)
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Figure.IV.19.Spectre IR du film d’alginate de sodium préparé a partir d’une solution a 1%
commerciale (fluka).

L’analyse IR nous a confirmé la qualité de notre polymére, c’est bien de 1’alginate de sodium
le test a été effectué seulement pour vérifier notre matiére premiére. On peut dire que les
deux bandes d’absorption caractéristiques a 1606 cm-1 et 1414 ¢cm-1, sont dues a la vibration
dissymétrique et Symétrique respectivement du groupe —COO -, et une bande d’absorption a
3386 cm-1 qui est due a la vibration des groupes —OH.

IV.9.2.Analyse des films par microscope électronique a balayage MEB

Figure.IV.20. image microscopiques 400 et 500 um des films a 2% et 1%.
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IV.10.Macro capsules vides et pleines

Séchage a température ambiante

Figure.IV.21.Macros capsules avant et aprés séchage.

IV.11. Microcapsules pleines

Figure.IV.22.Image des microcapsules prise a travers un microscope optique.
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1-Discussion

La qualité de nos films est bonne, elle est confirmée par la technique MEB ou on peut voir de
plus prés les surfaces des films qui sont homogenes (les petites points sont des impuretés),
méme la transparence des films est bonne. Nos capsules sont plus ou moins sphériques et leur
diamétrevarie de 0.5 a 2 millimétre (les macros capsules), pour les microcapsules la gamme
était de 0.004 a 0.2 millimétre.

IV.12.quelques images prisent a travers le dispositif d’agrandissement

Figure.IV.23.Macro Capsules vides avant le séchage.

Figure.IV.24.Une macro capsule vide séche et trois capsules pleines avant le séchage.
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2-Discussion

La qualité des photos prisent nous permet d’effectuer de bonnes mesures a travers le logiciel
imagej et tout cela nous aide a bien caractériser nos capsules. On peut méme observer leurs
profils de surface et par suite observer les profils de libérations.

IV.13. Histogrammes des diamétres de féret (macro et microcapsules) et
Quelques Graphes décrivant les surfaces de capsules (par imagej)

0.493 2089

Count: 203 Min: 0.493
WMean: 0.922 Max: 2.089
StadDew: 0.251 Moriw 05638 (55)
Bins: 11 Bin WWicih: 0145

Figure.IV.25.Histogramme du diamétre de féret. (Macro)

0.00399 T 0.225

Count: 527 Min: 0.00399

Mean: 0.0214 Max: 0.225

StdDev: 0.0247 Mode: 0.00399 (275)
Bins: 21 Bin Width: 0.0105

Figure.IV.26. Histogramme pour le diamétre de féret. (Micro)
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Figure.IV.27. Graphes décrivant les surfaces decapsules.

IV.14. Résultats de I’étude du gonflement des capsules pleines et suivi du
phénomeéne de libération du colorant dans les milieux eau distillée et eau
physiologique par analyse d’image

Suivi des différents parametres des capsules dans le temps «périmétre et diamétre »

4 a)-Eau physiologique a 25 dégrée et pH =7.40

O(avant I'ajout du milieu) 15 30 60 20

1 15 minutes

A\ 4

Figure.IV.28. Succession d’images (suivi du phénoméne de libération et de gonflement
d’une capsule dans le milieu eau physiologique).
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diamétre de féret (mm)

0 50 100 150
Temps (minutes)

Figure.Iv.29.Suivi du diamétre de féret en fonction du temps.

tre (mm)

é

périm
(==Y

0 50 100 150
Temps (minutes)

Figure.IV.30.Suivi du périmétre en fonction du temps.

IV.14. 1.Analyse des graphes (eau physiologique)

Lors du suivi de ces deux paramétres (périmétre et diameétre de féret) on remarque un saut
dans le volume dés les premiéres secondes aprés I’ajout de 1’eau physiologique tous cela suivi
d’une stabilisationjusqu’a environ trente minutes, ou en a remarqué un deuxiéme saut, on peut
dire que c’est dil aussi a I’ajout d’une autre quantité¢ de ce milieu, & chaque fois la capsule
absorbe la quantité ajoutée et le polymere renferme toute la quantité d’eau physiologique
dans ses réseaux formés grice a la réticulation (Ie cation cat forme un pont entre deux
chaines polymériques), le volume était stable, aprés la soixantiéme minute en voit que la cap-
sule s’est rétrécie jusqu’a une valeur inférieure a celle mesuréeapres le premier saut. Il ne faut
pas oublier que notre polymeére a une certaine clasticité, la diminution de taille est due alors a
la relaxation des chaines polymériques aprés leurs élongation. Un petit saut est marqué apres
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70 minutes, la capsule regagne du volume (ajouts du milieu) a la 90 minute ; une petite dimi-
— nution de volume est observée apres cela, on retrouve le volume mesuré apres le deuxiéme
saut. Donc il est juste de dire que I’eau physiologique est favorable pour le gonflement.

- b)-Eau distillée a 25 dégrée et pH =7.1

O(avant I’ajout du milieu) 15 30 60 90

\ 4

15 minutes {

Figure.IV.31. Succession d’images (suivi du phénomeéne de libération et de gonflement
d’une capsule dans le milieu eau distillée).
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Figure.IV.32. Suivi du diameétre de féret en fonction du temps.
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Figure.IV.33. Suivi du périmétre en fonction du temps.
IV.14. 2.Analyse des graphes (eau distillée)

Dans I’eau distillée on ne remarque pas beaucoup de changementsvis-a-vis du volume sauf
un saut apres 1’ajout du milieu. Aprés 10 minutes, le volume était plus ou moins stable jusqu’a
la fin du test (aprés 126 minutes). Donc il est juste de dire que I’eau physiologique est le mi-
lieu le plus favorable pour le gonflement.

IV.15.Résultatsdu suivi de la concentration du colorant dans les deux mi-

lieux

a).Milieu eau physiologique pH-7.40 2 température ambiante

0,0002
0,00018
0,00016
D0,00014
0,00012

0,0001
0,00008
0,00006 i
0,00004 E i
0,00002 I i
o 0

concentrations(mol/l)

(¢] 20 40 60 80 100 120 140
| i temps{minutes)

Figure.IV.34.Concentration du colorant libéré en fonction du temps dans I’eau physiolo-
gique.
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a). Milieu eau distillée pH-7.1 a température ambiante

0,0002 ,
0,00015 - e _
0,0001
0,00005
0

0 20 40 60 80 100 120 140

concentrations(mol/l)

temps(minutes)

Figure.IV.35.Concentration du colorant libéré en fonction du temps dans I’eau distillée.

IV.15.1.Analyse des graphes

On peut dire que les deux graphes ont la méme allure sauf que les quantités libérées (aprées 5
minutes) sontdifférentes, les capsules dans I’eau physiologiques ont libéré plus que celles mi-
sent dans I’eau distillée.

A la fin de ces deux tests, on peut associer le gonflement a la libération et dire que 1a ou les
capsules ontgagné beaucoup de volume, la libération était importante, alors ce qui se passe
lors du gonflement (occupation du vide dans les chaines polymériques par 1’eau) permet au
colorant de s’échapper par I’intermédiaire du milieu de libération.

Eau distillée i . Eau physiolo-

gique

Figure.IV.36.Images de capsules gonflées pour les deux milieux.
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Le diameétre de féret a passé d’une valeur moyenne de 0.638 millimétre a 3.01millimétre dans
le milieu physiologique. Dans I’eau distillée le diamétre a évolué d’une valeur de 0.638 mil-
limetre a 0.920, tandis que le poids a passé de 3 milligrammes a 104.8 milligramme dans le
milieu physiologique et de 3 milligrammes a 3.4 milligramme dans ’eau distillée

IV.16.résultats de Calculs des rapports des intensités de couleur (rouge)
avant et apreés I’ajout du milieu

a)-Eau physiologique a 25 dégrée et pH=7.40 capsule

x294); RGB; 534K

D || o
Count: 3308 Min: 46 Count: 3249 Min: 111

Mean: 58.120 Max: 76 i B Mean: 121.318 Max: 132
StdDevy: 4.082 Mocle: 71 (589) et StdDev: 3.783 Mode: 121 (496)

| value=182
(st copy | Log| Live | g _Ust| copy| oo twe| Z T

Figure.IV.38.Histogrammes des intensités de couleur avant(a)et aprés(b) I’ajout de I’eau phy-
siologique.
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Calcul du rapport :

moyenne des intensités de couleur avant lajout du miliew _ 121 __

moyyenne des intensités de couleur apres lrajout du milieu Bz

b)-Eau distillée a 25 degrés et pH =7.1

R et e
P Combined Stacks (G} :
173 (Red); 3.07x1.81 mm (590x348); 6-bit 602K,

1.7

0 0

Count: 3305 Min: 57
Mean: 66.225 Max: 73
StelDev: 3.557 Mocde: 52 {488)

Count: 3306
Mean: 99.172
StdDev: 3.017

Min: 89
Max: 108
Mode: 97 (723)

wvalue=203
List l Copy l Log l Live l

List | Copy I Log ’ Live l

value=22

ccunt=0

ccunt

Figure.IV.40.Histogrammes des intensités de couleur avant(a), etaprés(b) I’ajout de

I’eaudistillée.
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Calcul du rapport :

moyenne des intensités de couleur avant l'ajout du milieu _97

=1.56

moyyenne des intensités de couleur apres l'ajout du milieu 62

Comparaison entre les deux rapports 1.70>1.56
IV.16.1.Discussion

Ce test est effectué comme analyse secondaire, I’intérét de calculer ces rapports est de mon-
trer qu’on peut utiliser le logiciel imagej pour lier I’intensité de couleur 4 la libération du co-
lorant.

En comparant les deux rapports on peut dire que la capsules dans le milieu physiologique li-
bérent plus de colorant par rapport a I’eau distillée.
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Conclusion générale

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a 1’apport de 1’analyse d’image par ordinateur
pour la caractérisation d’un support destiné a contenir, ensuite a libérer un agent actif. En ef-
fet, pour cette raison nous avons pu préparer des capsules de tailles variées ainsi qu’un film
mince par réticulation d’un matériau bio polymérique : I’alginate. L agent actif était modélisé
par un colorant rouge.

Au préalable, I’'usage d’un logiciel dédié a 1’analyse d’image nous a permis de voir grossié-
rement la morphologie ainsi que la taille des capsules que nous avons préparé. La prise
d’image a été faite simplement a 1’aide d’un Smartphone couplé a un ‘microscope’ modeste
que nous avons construit pour cette occasion. Les résultats montraient qu’il était possible
d’obtenir des capsules pratiquement sphériques d’un diamétre de 1’ordre du mm ou des mi-
crocapsules beaucoup plus petites par pulvérisation (atomisation). Celles-ci avaient des dia-
metres de quelques dizaines a quelquescentaines de microns. Par ailleurs, des informations
complétes sur ces capsules ont été obtenues a I’aide de diverses fonctions associées au logiciel
utilisé. Ces informations étaient notamment liées au nombre de capsules caractérisées, le dia-
metre, le périmétre, la surface et la rondeur.

Dans une deuxiéme phase de notre étude, nous avons montré qu’il était possible d’inclure
dans la capsule le colorant servant dans notre cas comme agent actif pour faciliter notamment
I’observation. Les différents paramétres géométriques mentionnés ci-dessus servaient dans
cette partie pour évaluer le taux de gonflement de la capsule dans un milieu simple constitué
par I’eau distillée et un milieu plus réaliste qui est I’eau physiologique. Le phénoméne de libé-
ration a également été observé dans les mémes conditions.

A l’aide des différentes observations suivies de 1’analyse, il était possible de faire quelques
conclusions palpables quant aux systémes étudiés :

1. 1l y a une relation directe entre le phénomeéne de gonflement de la capsule, lui-méme
lié a ’absorption du liquide ou de la solution environnant, et la libération du colorant
qui est relativement facile et rapide. Ceci peut montrer que 1’interaction de celui-ci
avec I’alginate est faible, autrement il serait retenu a I’intérieur de la capsule ;

2. Le phénoméne de gonflement semble conséquent dans 1’eau physiologique (riche en
ions) par rapport a I’eau distillée.

3. II semble possible d’évaluer la variation de la concentration du colorant dans la cap-
sule en fonction du temps & I’aide de la mesure de la variation de I’intensité par ana-
lyse d’image. Cette mesure semble conforter 1’analyse classique par spectrophotomé-
trie.

4. L’analyse d’image est démontrée ici comme un outil fiable pour 1’exploration du
monde des capsules avec I’obtention d’informations trés intéressantes concernant la
morphologie et la texture des capsules (macro et micro) et le phénoméne de libération
d’un agent actif. Cependant, ce modeste travail doit étre approfondi et étendu pour
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mettre au point des procédures d’analyse complétes capables de constituer des outils
- de contréle innovants dans le domaine de la micro encapsulation dans différents do-
maines.
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ANNEXE

MATERIELSET MONTAGES :

Solution d’alginate de sodium

Seringues
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Balanace analytique Microscope optique

PRODUITS :

Alginate de sodium Chlorure de calcium Ponceau 4R



QUELQUES TABLEAUX (RESULTATS) :

Macro-capsules (séches) :

particule Area périmeétre féret circ solidity round

1 0.361 2.630 0.656 0.947 0.910 0.799
2 0.375 2.587 0.703 0.854 0.912 0.851
3 0.382 2.798 0.613 0.886 0.889 0.829
4 0.376 2.381 0.833 0.723 0.969 0.850
5 0.415 2.799 0.666 0.764 0.944 0.934
6 0.402 2.575 0.762 0.801 0.955 0.839
7 0.427 3.881 0.357 0.867 0.899 0.858
8 0.288 2.132 0.796 0.928 0.956 0.665
9 0.336 2.281 0.813 0.762 0.953 0.794
10 0.257 1.958 0.842 0.732 0.969 0.693
11 0.274 2.153 0.744 0.853 0.938 0.716
12 0.348 2.769 0.571 0.934 0.914 0.760
13 0.840 5.365 0.367 0.711 0.885 1.262
14 0.416 3.538 0.417 0.846 0.869 0.878
15 0.367 2931 0.537 0.947 0.888 0.802
16 0.478 3.348 0.536 0.828 0.907 0.909
17 0.434 3.341 0.488 0.889 0.910 0.889
18 0.352 2.440 0.744 0.830 0.943 0.797
19 0.404 2.593 0.755 0.877 0.951 0.842
20 0.350 2.429 0.746 0.873 0.954 0.741
22 0.517 3.782 0.455 0.789 0.892 0.972
23 0.399 3.141 0.508 0.818 0.894 0.947
24 0.389 2.520 0.770 0.974 0.947 0.764
25 0.327 2.350 0.743 0.863 0.944 0.724
26 0.360 2.435 0.763 0.884 0.952 0.764
27 0.344 2.202 0.892 0.918 0.972 0.720
28 0.463 2.706 0.795 0.866 0.955 0.866
29 0.221 2.033 0.673 0.745 0.927 0.644
30 0.313 2.426 0.669 0.930 0.942 0.691
31 0.406 3.012 0.563 0.864 0.926 0.843
32 0.442 3.693 0.408 0.596 0.835 1.195
33 0.741 3.451 0.782 0.771 0.967 1.161
34 0.395 2.562 0.757 0.881 0.935 0.809
35 0.800 3.763 0.709 0.827 0.956 1.151
36 0.673 3.770 0.595 0.842 0.942 1.083
37 0.429 3.101 0.560 0.596 0.888 0.982
38 0.328 4.157 0.238 0.777 0.811 0.865
39 0.323 2.471 0.664 0.885 0.922 0.734
40 0.351 2.412 0.758 0.960 0.955 0.715
41 0.245 2.988 0.345 0.869 0.864 0.723
42 0.262 2.262 0.643 0.779 0.945 0.693
43 0.316 2.158 0.853 0.867 0.967 0.706
44 0.583 2.999 0.815 0.917 0.966 0.936
45 0.374 2.434 0.794 0.855 0.956 0.764




46 0.435 5.214 0.201 0.751 0.768 0.991
47 0.562 3.334 0.636 0.886 0.945 0.940
48 0.310 2.243 0.774 0.965 0.946 0.681
49 0.881 5.366 0.385 0.608 0.802 1.448
50 0.322 2.474 0.661 0.791 0.927 0.773
51 0.248 2.022 0.764 0.703 0.951 0.710
52 0.334 2.267 0.816 0.821 0.962 0.758
53 0.340 2.230 0.858 0.778 0.973 0.787
54 0.264 2.053 0.787 0.814 0.951 0.721
55 0.248 1.913 0.853 0.916 0.965 0.622
56 0.270 2.003 0.846 0.873 0.967 0.654
57 0.285 2.041 0.859 0.840 0.968 0.675
58 0.340 2.328 0.789 0.921 0.942 0.725
59 0.343 2.296 0.818 0.802 0.957 0.793
60 0.162 1.536 0.861 0.957 0.963 0.493
61 0.300 2.260 0.738 0.814 0.924 0.775
62 0.525 2.808 0.836 0.815 0.965 0.925
63 0.309 2.419 0.664 0.868 0.898 0.743
64 0.400 3.669 0.373 0.816 0.854 0.902
65 0.292 2.757 0.483 0.951 0.867 0.779
66 0.583 3.363 0.648 0.877 0.916 1.020
67 0.552 3.313 0.632 0.964 0.945 0.912
68 0.596 3.403 0.647 0.967 0.955 0.943
69 0.341 2.553 0.657 0.890 0.941 0.738
70 0.216 1.955 0.710 0.852 0.931 0.628
71 0.301 2.169 0.803 0.891 0.959 0.687
72 0.338 2.439 0.714 0.774 0.942 0.808
73 0.452 3.377 0.498 0.973 0.871 0.884
74 0.718 4.575 0.431 0.941 0.866 1.200
75 0.424 2.725 0.717 0.842 0.916 0.880
76 0.214 1.795 0.834 0.829 0.921 0.630
77 0.357 2.381 0.792 0.956 0.917 0.751
78 0.182 1.751 0.746 0.959 0.896 0.578
79 0.648 3.244 0.774 0.944 0.929 1

80 0.803 5.756 0.304 0.794 0.825 1.330
81 0.559 5.236 0.256 0.832 0.748 1.113
82 0.327 2.691 0.567 0.726 0.847 0.872
83 0.309 2.464 0.639 0.943 0.866 0.805
84 0.649 3.414 0.700 0.867 0.910 1.065
85 0.625 3.193 0.770 0.867 0.932 1.026
86 0.391 2.503 0.783 0.873 0.926 0.841
87 0.255 3.469 0.266 0.785 0.751 0.732
88 0.321 2.621 0.587 0.908 0.920 0.712
89 0.240 2.253 0.593 0.794 0.879 0.701
90 0.345 2.721 0.586 0.895 0.904 0.759
9l 0.248 2.241 0.620 0.956 0.910 0.616
92 1.047 4.375 0.687 0.862 0.921 1.299
93 0.282 3.055 0.380 0.777 0.801 0.789




94 0.421 2.553 0.811 0.959 0.935 0.817
95 0.609 3.552 0.607 0.861 0.937 0.983
96 0.632 3.145 0.803 0.973 0.976 0.937
Suivi du gonflement (eau distillée)
Minutes Area perim Circ Féret Round Solidity
0 0.86 3.46 0.90 1.07 0.97 0.99
5 1.43 4.46 0.90 1.36 0.99 0.99
10 1.40 4.49 0.87 1.35 0.99 0.99
15 1.40 4.43 0.89 1.35 0.99 0.99
20 143 4.47 0.90 1.36 0.99 0.99
25 1.39 4.46 0.88 1.35 0.99 0.99
30 1.16 4.04 0.89 1.22 0.99 0.99
45 1.22 4.14 0.90 1.26 0.99 0.99
60 1.24 4.16 0.90 1.27 0.99 0.99
75 1.28 4.24 0.90 1.29 0.99 0.99
90 1.34 4.33 0.90 1.32 1.00 0.99
Suivi du gonflement (eau physiologique)
Minutes Area Perim Circ. Féret Round Solidity
0 0.759 3.363 0.843 1.011 0.980 0.982
1 1.115 3.963 0.892 1.218 0.994 0.990
5 1.134 4.027 0.878 1.230 0.991 0.989
10 1.097 3.962 0.878 1.209 0.991 0.989
15 1.144 4.013 0.893 1.265 0.944 0.990
30 1.091 3.949 0.879 1.208 0.975 0.990
45 1.072 3.910 0.881 1.197 0.977 0.990
60 1.111 3.960 0.890 1.216 0.979 0.990
73 1.147 4.220 0.810 1.269 0.977 0.981
90 1.184 4.083 0.893 1.253 0.986 0.989
105 1.079 3.891 0.895 1.204 0.981 0.990
120 1.103 3.975 0.877 1.215 0.995 0.989
126 1.123 4.031 0.869 1.223 0.993 0.989




Suivi des concentrations :

eau physiologique eau distillé
concentration concentration
mol/l mol/]
temps abs ( ) abs ( )
5 0.071 0.000121 0.038 0.0000646
15 0.089 0.000151 0.066 0.0001122
30 0.92 0.000156 0.08 0.000136
60 0.099 0.000168 0.089 0.0001513
90 0.101 0.000172 0.099 0.0001683
120 0.111 0.000189 0.102 0.0001734
Microcapsules (humides) :
Count | Total | Average | %Area | Mean | Perim. | Circ. Solidity | Feret MinFeret
Area Size
527 0.20 3.787E- | 2.54 255 0.06 0.85 0.86 0.02 0.01
4
Area | Mean | StdDe | Perim | Circ. | Feret | IntDe | Media | Roun | Solidi
v ; n n d ty
1 255 0 0.11 0.40 0.04 0.11 255 0.47 0.73
2 255 0 0.11 0.68 0.05 0.16 255 0.36 0.85
3 255 0 0.19 0.84 0.07 0.64 255 0.71 0.94
4 255 0 0.15 0.73 0.05 0.33 255 0.83 0.90
5 255 0 0.02 0.70 0.01 0.01 255 0.38 0.67
6 255 0 0.03 1 0.01 0.02 255 0.81 0.94
7 1.356 | 255 0 0.04 0.91 0.02 0.03 255 0.56 0.87




E-4

8 7.978 | 255 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
9 }23.-??93 255 0.02 |0.64 |0.01 0.01 255 037 |0.67
10 ]13.—5596 283 0.05 |090 |0.02 |0.04 |255 0.58 |0.87
11 ]15._;35 255 0.08 |035 |0.03 |0.05 |255 0.54 | 0.50
12 I13._1497 255 0.04 (087 |0.02 |0.03 |255 0.79 |0.81
13 ]13.-;35 233 0.05 (080 [0.02 |0.05 |255 0.55 ]0.77
14 5.-3493 255 0.02 |0.64 |0.01 0.01 | 255 037 |0.67
15 ]?::._9509 255 0.08 |080 |0.03 |0.10 |255 0.56 |0.84
16 ]63.-:62 255 0.17 (029 |0.05 |0.16 |255 0.58 |0.56
17 ]55.-:25 255 0.10 |0.69 |0.04 |0.14 |255 0.64 |0.81
18 173.-9478 255 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
19 ]13._5696 255 0.01 1 0.01 0.00 | 255 0.50 1
20 ]15.-5596 255 0.01 1 0.01 0.00 | 255 0.50 1
21 ]é.-;82 255 0.03 | 0.01 0.02 | 255 0.52 |0.84
22 ]73._9578 255 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
23 115._';596 255 0.02 (0.79 |0.01 0.00 | 255 038 |0.67
24 ?.-5596 255 0.01 1 0.01 0.00 |255 0.50 1
25 ]13.—8535 255 0.06 [0.66 |0.02 |0.05 |255 0.65 |0.74
26 ]75.-9478 233 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
21 ]75.-9678 255 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
28 ]13._5696 255 0.01 1 0.01 0.00 | 255 0.50 1
29 11355596 255 0.02 (079 |0.01 0.00 | 255 0.38 |0.67
30 ]75._9578 255 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
31 }13.-5696 229 0.01 1 0.01 0.00 | 255 0.50 1

E-5




32 3.989 | 255 0.02 |0.87 |0.01 0.01 |255 0.67 |0.71
33 E.-1591 255 0.02 |0.86 |0.01 0.01 239 0.50 | 0.80
34 5;7587 255 0.02 1 0.01 0.01 255 0.67 1
35 ]73.-9578 253 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
36 I75.—9678 255 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
37 ]75._9678 255 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
38 ]73._9678 255 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
39 ]13.-5696 255 0.01 1 0.01 0.00 | 255 0.50 1
40 ]23.-3593 255 002 |1 0.01 0.01 |255 0.68 |0.86
41 §j3’593 255 0.02 L 0.01 0.01 |255 0.68 | 0.86
42 ]’;:.-9578 255 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
43 ]';:.-9?78 255 0.01 1 0.00 [0.00 |255 1.00 1
44 ]';:._9678 2353 0.01 1 0.00 {0.00 255 1.00 1
45 ]';:.-9678 230 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
46 ]13._5696 255 0.02 |0.79 |0.01 0.00 | 255 038 |0.67
47 ]35.—1591 255 0.02 |1 0.01 0.01 |255 1 1
48 173.—9578 255 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
49 E.-1691 255 0.02 |0.70 |0.01 0.01 | 255 0.63 |0.62
50 ]73.-9578 255 0.01 1 0.00 ]0.00 |255 1.00 1
| }73.-9678 255 0.01 1 0.00 [0.00 |255 1.00 1
52 ]73.-9678 255 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
23 g.-3693 255 0.02 [0.64 |0.01 0.01 255 037 |0.67
54 ]’;:.-9578 255 0.01 1 0.00 [0.00 |255 1.00 1
55 ]';:.-9678 235 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
56 ]??._1691 235 002 |1 0.01 0.01 255 1 1




E-5

57 7.978 | 255 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
58 113.-3656 255 0.04 |0.91 0.02 |0.03 |255 052 |0.85
59 }33._1491 255 0.02 1 0.01 0.01 |255 1 1
60 E._3593 255 0.02 1 0.01 0.01 ¥ 0.68 | 0.86
61 }13.-5596 255 0.01 1 0.01 0.00 | 255 0.50 1
62 173.-9578 255 0.01 1 0.00 [0.00 |255 1.00 1
63 I14:._5696 255 0.01 1 0.01 0.00 | 255 0.50 1
64 5—5553 255 006 |080 [0.03 |0.07 |255 0.59 ]0.82
65 55;93 255 0.02 1 0.01 0.01 235 0.68 |0.86
66 ]13.-1597 255 0.04 |0.80 |0.02 |0.03 |255 0.46 |0.81
67 ?.-1491 233 0.03 |046 |0.01 0.01 255 0.50 | 0.57
68 }73.—1580 239 0.03 1 0.01 0.02 | 255 0.75 | 0.86
69 4E.-7587 255 0.02 1 0.01 0.01 | 255 0.77 ] 0.80
70 ]75.-9578 255 0.01 1 0.00 [0.00 |255 1.00 1
71 5‘3613 255 0.06 |0.78 [0.02 |0.06 |255 056 |0.83
12 ](?-(;‘O 255 0.13 085 |0.05 029 |255 0.64 |0.90
73 7.978 | 255 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
74 l13.—9694 255 0.06 |0.71 0.03 |0.05 |255 0.55 |0.78
75 173.-9478 255 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
76 ]?::.-4630 255 0.09 |0.58 |0.04 |0.09 |255 046 |0.75
Vil ]g-(;lO 255 0.14 073 |0.05 029 |255 0.65 |0.85
78 2.712 | 255 0.08 |0.60 |0.03 |0.07 |255 0.31 0.77
79 ?3413 255 0.09 [035 |0.03 |0.06 |255 0.42 | 0.60
80 1j75.-.’)jl60 255 0.11 0.82 (004 (019 |255 0.64 | 0.90
81 E.-:25 233 0.09 |090 |0.03 |0.14 |255 0.76 | 0.85

B-4




82 7.978 | 255 0.01 1 0.00 [0.00 |255 1.00 1
83 ]93.-5673 255 0.04 (097 |[0.02 |0.02 |255 0.63 0.89
84 }13.-5596 255 0.05 (09 |0.02 |0.04 |255 0.69 [0.83
85 4E.-(;169 255 007 1092 |0.03 |0.10 |255 0.66 | 0.89
86 }23._(;174 255 006 (069 |[0.02 |0.05 |255 0.53 0.79
87 E.-;78 255 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
88 ]73.-2660 255 0.11 073 10.05 |0.19 |255 0.58 |0.87
&9 I';:._9478 255 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
90 ]33.-8629 255 008 |0.83 |0.03 |0.10 |255 0.55 |0.86
91 ]73..9478 255 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
92 ]13.-5696 255 0.01 1 0.01 0.00 | 255 0.50 1
93 ](?-(;50 255 035 |037 |0.09 |0.89 |255 0.83 0.76
94 1918 | 253 0.01 1 0.00 [0.00 |255 1.00 1
95 173.-9678 255 0.01 1 0.00 [0.00 |255 1.00 1
96 I75.-9678 255 0.01 1 0.00 |0.00 |255 1.00 1
97 I13.-2676 255 005 (056 [0.02 |0.03 |255 0.72 10.70
98 I15.-5496 258 0.01 1 0.01 0.00 | 255 0.50 1
99 173._9578 255 0.01 1 0.00 {0.00 |255 1.00 1
100 5.-3693 255 0.02 1 0.01 0.01 235 0.68 |0.86

E-5




IMAGES DE CAPSULES




Reste d’une capsule apreés I’éclatement




(FEI QUANTA 650)




