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RESUME

Le présent travail s’intéresse a la microencapsulation de 1’antibiotique (oxytétracycline).

La technique a été réalisée par la méthode de la coacervation complexe de deux polyméres
naturels I’alginate de sodium et la gélatine.

L’objectif de ce présent travail est d’encapsulé et protégé le principe actif de différentes
parametres qui influence sur I’oxytétracycline tel que la température et le pH du milieu.

Pour cela, les microcapsules ont été caractérisées par plusieurs techniques : spectroscopie
infrarouge (FTIR), MEB, DRX, UV-visible .ainsi I’étude de la cinétique de libération dans les
deux milieux simulé SGF gastrique et SIF intestinal, afin de déterminé le comportement des
microcapsules dans les milieux a pH différent.

Mots clés : Microencapsulation, microcapsules, antibiotique oxytétracycline, gélatine,
alginate de sodium, coacervation.

ABSTRACT

The present work focuses on the microencapsulation of the antibiotic (oxytetracycline).
The technique was performed by the complex coacervation method of two natural polymers,
sodium alginate and gelatin.

The objective of this present work is to encapsulate and protect the active ingredient of
various parameters that influence oxytetracycline such as temperature and pH of the medium.

For this, the microcapsules were characterized by several techniques: infrared spectroscopy
(FTIR), SEM, DRX, UV-visible. Thus the study of the kinetics of release in the two mediums
simulated SGF gastric and intestinal SIF, in order to determine the behavior of microcapsules

in media with different pH.

Key words: Microencapsulation, microcapsules, oxytetracycline antibiotic, gelatin, sodium
alginate, coacervation.
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Introduction

L’administration d’un principe actif par voie orale est généralement la voie la plus
commode et la plus utilisée. Une fois administré par la bouche, le principe actif passe
rapidement 4 la partie gastro-intestinale. Cette voie présente quelques inconvénients lorsqu’il
s’agit d’administrer des principes actifs qui sont caractérisés par une faible biodisponibilité ou
qui sont peu stables en milieu physiologique. Pour cela une nouvelle stratégie thérapeutique
est actuellement développée afin d’augmenter la biodisponibilité et donc I’efficacité des
médicaments; il s’agit de I’encapsulation du principe actif dans des matériaux polymeéres
biodégradables. En général, dans I’industrie pharmaceutique, 1’encapsulation vise a réduire la
toxicité et les effets secondaires d’un principe actif, a augmenter sa solubilité et/ou sa stabilité
et a favoriser une libération dans I’organisme. Elle permet surtout de réduire l'irritation du
tractus gastro-intestinal due a des médicaments administrés par voie orale.

Ces dernieres années, les microcapsules ont fait leur apparition dans de nombreux
domaines d’application aussi divers et variés que les cosmétiques, I’industrie pharmaceutique,
I’agroalimentaire, les encres ou bien encore les engrais. La microencapsulation est une
technique a laquelle a recours un grand nombre d’industries impliquées dans la fabrication de
produits formulés; elle consiste a incorporer une ou plusieurs molécules dans des petites
spheres creuses ou poreuses de 10 a 500 micrométres de diameétre. Ces molécules sont alors
protégées de I’environnement et peuvent étre libérées hors de la microsphére, pendant des
temps plus ou moins longs variant de quelques heures a plusieurs mois, dans des conditions
précises de pH, de température, ou d’autres contraintes spécifiques. [1]

L’oxytetracycline appartient a la classe de médicaments appelés antibiotiques a large
spectre. On l'utilise pour traiter certains types d'infections causées par des bactéries.
L’oxytetracycline, substance active du médicament, perturbe la production de protéines de
nombreuses bactéries, lesquelles ne peuvent plus se reproduire. Ceci permet a l'infection de
guérir et les affections telles que la douleur, la fiévre, les cedémes ou les rougeurs cutanées
disparaissent. [2].

Dans cette étude, la mise au point de microcapsules a base de polyméres
biodégradables, gélatine et alginate de sodium, devant contenir 1’oxytétracycline en tant
qu’agent thérapeutique est considérée. La préparation des microcapsules est basée sur la
méthode de la coacervation complexe qui est relativement développée et bien maitrisée.

Ce mémoire porte deux parties s’articulant autour de quatre chapitres :

Une partie bibliographique composée de deux chapitres. Le premier chapitre consiste
a présenter le principe de la microencapsulation et les différentes techniques de préparation
des microcapsules. Le second chapitre est consacré a une mise au point bibliographique sur la
L’oxytetracycline et sur les biopolymeéres considérés dans ce travail.



Une partie expérimentale composée de deux chapitres; le premier chapitre présente le
protocole expérimental et détaillera la méthode de coacervation complexe pour la préparation
des microparticules ainsi que les différentes techniques utilisées pour la caractérisation des
microparticules (UV-Visible, IRTF, DRX et MEB). Une étude sur la cinétique de libération
de I’OTC in vitro, dans deux milieux simulés, le milieu gastrique (PH=1,2) et le milieu
intestinal (pH=6,8) est également présentée. Le deuxieéme et dernier chapitre a I’analyse des
résultats obtenus et aux discussions en relation. Enfin, on terminera par une conclusion
générale qui résume les résultats essentiels obtenus lors de la réalisation du travail
expérimental.
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Chapitre I La microencapsulation et les différentes techniques
de préparation des microcapsules

I. 1.Microencapsulation

I. 1.1.Définition

La microencapsulation est un procédé par lequel il est possible de produire des
microparticules individualisées et constituées d’un matériau renfermant une matiére active a
raison de 5 a 90% w. Les microparticules présentent une taille comprise entre 1 pm et 1 mm.
Les buts de I’encapsulation peuvent étre multiples : protéger une substance, masquer une
odeur ou bien encore permettre de contréler, de déclencher et/ou de cibler la libération d’un
principe actif. La microencapsulation s’applique 4 de nombreux domaines tels que
’agroalimentaire, la pharmacie, les cosmétiques ou bien encore les catalyseurs. Selon les
propriétés d’usages recherchées des microparticules, les techniques d’obtention peuvent
varier. Les avantages de la microencapsulation sont sa grande efficacité d’action, son action
longue durée, sa commodité d’utilisation, sa réactivité retardée, la protection du principe actif,
la transformation de I’aspect de la substance (passage de 1’état liquide a I’état solide), la
possibilité de transporter un agent thérapeutique de fagon sélective sur un site donné sans
oublier le faible coiit du procédé. [3].

I.1.2. Type des microcapsules

Deux types de morphologies de microparticules peuvent étre obtenues: la microsphére et la
microcapsule (figure 1.1). Sur cette figure le mot polymeére englobe tous les matériaux utilisés
pour étre utilisés sur le format sur la membrane ou la matrice: les macromolécules, les
protéines, les lipides, les synthétiques ... Les microcapsules sont des systémes de réservoirs
constitués d'un liquide ou solide avec un locataire actif, entouré d'une enveloppe continue de
matériau enrobant. Tandis que les microsphéres sont des systémes matriciels ou la substance
active est dispersée au sein d'un réseau de polymeéres. Le taux d'encapsulation est de I'ordre de
85 a 90% dans les microcapsules, contre 20 a 35% dans les microsphéres. En termes de
contenance, le systéme microcapsule est donc plus intéressant que la microsphére. Les profils
de relargage différent aussi entre microsphéres et microcapsules. La morphologie des
microparticules est ainsi déterminée et en fonction de I'application recherchée. Pour les
microspheres les profils de relargage sont généralement contrlés par la diffusion avec un
taux de relargage cilié contrélé par la taille de la capsule, et que les microcapsules relarguent
rappellent la totalité de leur contenu lorsque 1'on se brise. [4].



Chapitre I La microencapsulation et les différentes techniques
de préparation des microcapsules

Matiere active Matiére active
encapsulée dispersée
Membrane de Matrice de
polymere polymere
Microcapsule Microsphere
systéme réservoir systéeme matriciel

Figure I.1.:Représentation schématique des deux types de microparticules.

I.1.3. Propriété de la membrane

La perméabilité de la membrane dépend de plusieurs paramétres qui sont :

- L’épaisseur de la membrane

- Lamorphologie de la surface de la membrane
- La densité de réticulation la membrane

- Le taux de cristallinité du polymere

- La structure chimique du polymere.

L.1.4. Intéréts de I’encapsulation

» Masquage du goiit, des odeurs

* Huiles de conversion ou liquides en solides (manutention)

* Protection du PA encapsulé (humidité, chaleur, lumiere, oxydation)
» Retarde la volatilisation

* Séparation de matériaux incompatibles

* de I'écoulement des poudres

* Manipulation facilitée des PA toxiques

* Aide la dispersion dans I'eau de composés insolubles

Sur le plan pharmaceutique

e Protection de 'environnement

e Diminution de la toxicité du PA

» Libération contrélée (ou prolongée) du PA
» Ciblage notion de «vecteursy. [4]



Chapitre I La microencapsulation et les différentes techniques

de préparation des microcapsules

I.1.5. Domaines d’application

Les microparticules présentent un trés large champ d’applications puisqu’il va du domaine
pharmaceutique au domaine alimentaire en passant par la cosmétique, la parfumerie, les
produits phytosanitaires, la chimie, le domaine biomédical... Une des premiéres applications
de la microencapsulation a été le papier autocopiant sans carbone a base de microcapsules
d’encre sensibles a la pression. Depuis les années 80, la communication olfactive s’est
développée sous forme d’encarts parfumés dans les magazines pour faire connaitre un parfum
ou un adoucissant. Des encres contenant des microcapsules enferment le parfum et le libérent
au moment opportun. Récemment, le domaine du textile utilise les microparticules pour
parfumer les tissus ou déposer sur la peau des actifs cosmétiques. D’autres applications sont &
Iétude comme les répulsifs pour insectes, les colorants, les vitamines, les antimicrobiens ou
encore les cristaux liquides. Dans le domaine pharmaceutique, certaines stratégies de
délivrance sur site telles que la chimio-embolisation ou I’implantation intracranienne sont
spécifiques aux microparticules. Quelques exemples des matériaux les plus utilisés
principalement dans le domaine pharmaceutique et des procédés correspondants sont décrits
dans le tableau suivant. [5]

Tableau I. 1 : Domaines d’applications de la microencapsulation [5]

Domaine industriel Exemples de composés encapsulés

Antiblofiques. contraceptifs, enzymes. vaccins, bactéries, vitamines, mmnéraux,

Pharmacie et médical A :
antigénes, anticorps. ..

Cosmdtique

Alimentatre

Agriculture

Biotevimologic

Chimie

Deétergents

Texule

Graphismes et
BNTEssion

Photogruphic
Electronigue

Trattement des déchers

Parfums. huiles essennielles, ant transpirants, sgents bronzants, crémes solaires.
colorants capillatres, baumes démélants, mousses i raser..

Huiles esseatielles, graisses, épices, ardmes. vitamines, minéraux, colorans,
ensymes, fevures, nmicro organisies. ..

Herbicides. insecticides, engrais, répulsifs. hommones végérales. ..

Enzvines immobilisées, microorganismes. cellules vivantes, cellules amificielles.
cultures tissulatres. composés nutritionnels.

Catatyseurs, enzymes, additifs pouwr plastiques. cau (plate ci béton). inhibitenrs de
corrosion, retardateurs dUinceandic, colorants et pigments, agents UV protecteurs,
parfums, hules essentielles. agents lubrifiants. ..

Adoucissants, antistatiques. agents décolorants. agents moussants, silicones, cires.
détachants. ..

Colorants, parfums. pigments, bactéricides, fongicides. répulsis d'msectes. agents
antstatigues. retardateurs d'incendic, agents impermcéabilisants, adhdsifs,
composés bivactifs médicaux, composés bivactifs cosmétigues
Colorants, pigments, parfums, révélateurs, cristaux liquides, 1oners, composds
photosensibles. .

Halogenures dargent, pigments, colorants, composés photopolymérisables,
révélateurs pour photographies couleurs, plastitiants.
Crastaux lguides, matériaux semi-conductenss. adhésifs. agents de séchage,
retardateurs de flanunes, antistatiques.

Microorgamsmes, substrats, détoxifiants. déchets lquedes (solidification), déchets
industriels @ risques. déchets sadsoactifs, .
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I.1.6. Les méthodes d’encapsulation
Les méthodes d'encapsulation sont variées et peuvent étre classées dans trois grands groupes:

Les procédés physico-chimiques : tels que la séparation des phases de coacervation (simple
ou complexe), I'évaporation, I'extraction de solvant et la gélification thermique d’émulsion.

Les procédés mécaniques: tels que la nébulisation / séchage, la gélification ou la
congélation de gouttes, I'enrobage en lit fluidisé et I'extrusion / sphéronisation.

Les procédés chimiques: tels que la polycondensation interraciale, la polymérisation
interraciale et la polymérisation en milieux dispersés (émulsion en micro suspension ...) par
voie radicale ou anionique.

Les nombreux polymeres utilisés dans les procédés d'encapsulation physico-chimiques, tels
que le chitosane, 1'alginate, la carboxymethylcellulose les carraghénanes, la gélatine, la
pectine et les protéines. [6].
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Figure 1.2 : Les différents procédés d’encapsulation.
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I.2. Le phénoméne de la coacervation complexe

I.2.1. Définition

La coacervation complexe est définie comme une séparation de phase liquide-liquide dans un
Systeme colloidal, induite par des interactions électrostatiques entre deux polyméres de
charges opposées [TUPAC, 1997]. La phase la plus concentrée est le coacervat et l'autre
phase est la solution d’équilibre. La désolvatation simultanée des deux polyélectrolytes
hydrosolubles portant des charges opposées est le plus souvent provoquée par une
modification de pH du milieu aqueux. Le coacervat complexe est ainsi formé par précipitation
de deux polyméres de charges électriques opposées en interaction électrostatique. La structure
du coacervat est complexe puisqu'elle comprend deux polyméres. [6].

1.2.2. Utilisation et application

L'encapsulation par coacervation complexe est typiquement utilisée pour protéger les huiles
aromatiques, les huiles de poisson, les vitamines, les conservateurs et les enzymes. Bien que
cette méthode soit essentiellement employée pour I'encapsulation de composés lipophiles, elle
peut aussi €tre utilisée pour I'encapsulation composée hydrophiles. L'encapsulation d'acide
ascorbique a été réalisée avec succes en utilisant la technique de la double émulsion. [7]

1.2.3. Formation des complexes

La coacervation complexe se produit lorsquun déplacement du pH vers le point isoélectrique
de I'un des deux polyméres laisse les deux polyméres avec des charges électriques opposées.
Il se crée alors des actions électives qui conduisent a la formation de complexes solubles
neutres face a une interaction attractive (Figure 1.3). L'association de ces complexes conduit a
la formation de complexes insolubles qui forment alors des gouttes liquides composées de
polymeéres et de molécules de solvant, le coacervat est donc un ensemble de gouttes qui
grossissent et coalescent par la modification du pH. La formation des coacervats dépend de
plusieurs facteurs physico chimiques dont les principaux sont le pH, la force ionique, le
ratio protéine/polysaccharide et la concentration en biopolyméres. [8].

Figure 1.3 : Schématisation de I’interaction entre polymeéres de charges opposées et
formation de complexes polyélectrolytes.
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1.2.4. Le procédé de microencapsulation par coacervation complexe

Le procédé de microencapsulation par coacervation complexe s€ déroule de la fagon présentée
dans la figure suivante (figure 1.4) :

s Dans un premier temps, le produit 2 encapsuler (sous forme liquide ou solide) est
dispersé dans une solution aqueuse contenant les deux polymeres (phase a).

& Dans un deuxieme temps, la coacervation est induite par un ajustement du pH de la
solution, de fagon que les charges positives du premier polymere équilibrent les
charges négatives du second (phase b). L'attraction glectrostatique  des deux

polyélectrolytes provoque l'apparition d'un coacervat mixte.

& Dans un troisieme temps, les gouttelettes de coacervat formé viennent s'adsorber
(phase ¢) & la surface de la matiére active a encapsuler et former un enrobage continu
(phase d).

9,

& Finalement, cet enrobage est consolidé par réticulation (phase €) des macromolécules
constitutives du coacervat. [6].
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Figure 1.4 : Principe du procédé de microencapsulation par coacervation complexe.
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I.3.Libération contrélée d'un principe actif (PA)
1.3.1. Définition :

Par définition, le réle d'un systéme a libération contrélée est de délivrer la bonne quantité d'un
PA, au bon endroit et au bon moment. Lorsque I'on considére les interactions matiére
active/milieu extérieur, les microparticules peuvent étre classées en deux catégories: celles qui
ne doivent pas libérer leur contenu telles que les microréacteurs contenant des enzymes ou des
bactéries, et celles qui sont formulées de fagon a libérer la matiére active encapsulée. Dans ce
dernier cas, il faut distinguer les cas suivants (Figure L.5). [9].

v’ Systémes a libération déclenchée

v" Systémes a libération prolongée

microreacteurs

- P
AT L]
L

Systemes a libération déclenchée

N

Systémes a libération prolongée

Figure I.5: Microréacteurs et systemes a libération déclenchée et prolongée.
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1.3.2. Mécanismes de la libération contrélée

Les systemes a libération controlée possédent des exigences particuliéres au (x) matériau(x)
impliqué (s), qui sont de nature polymérique sous forme de matériau plein ou dune
membrane.

A) Systémes a libération déclenchée : sont généralement des microcapsules formées d'une
membrane de faible perméabilité, qui vont libérer brutalement leur contenu. Les mécanismes
de la libération connus dans ce cas sont :

> Mécanismes de libération par éclatement : sous l'effet d'une pression (mécanique ou
osmotique) ;

> Mécanismes de libération par fusion : sous l'effet de la température

B) Systémes a libération prolongée : Se trouvent généralement associés avec |"utilisation des

microsphéres. Les mécanismes mis en jeu sont :
> Mécanismes de libération par dégradation :

La plupart des polymeéres biodégradables se dégradent par hydrolyse en composés de taille de
plus en plus faibles, biologiquement éliminables. La dégradation peut s'effectuer selon une
hydrolyse en masse; elle est uniforme dans toute la matrice polymére ou bien se produire
uniquement sur la surface du polymére.

> Mécanisme de libération par diffusion uniqguement :

La diffusion se produit quand un principe actif traverse le polymére qui forme le systéme de
libération. La diffusion peut se produire a 1'échelle macroscopique a travers les pores dans la
matrice ou a I'échelle moléculaire par le passage entre les chaines de polyméres. : [10].

> Mécanismes de libération par gonflement suivi d'une diffusion :

Parmi les nombreux mécanismes de libération du PA, nous souhaitons décrire plus
particulierement ce mécanisme (le cas étudié). La compréhension des mécanismes de
gonflement des polyméres dans l'organisme est importante pour permettre de concevoir le
systeme particulier de libération contrélée et permet d'expliquer les comportements cinétiques
de libération. Le PA est dissout ou dispersé au sein d'une matrice polymérique capable d'en
sortir.

En premier lieu, le polymére ne subit aucune modification chimique, il n'est pas dégradé, l'eau
diffuse simplement a I'intérieur du réseau polymére, le gonfle, ce qui permet aux médicaments

10
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piégés a l'intérieur de se libérer. Les systémes de libération contr6lée par gonflement sont
initialement secs et quand ils sont placés dans le corps, ils absorberont I'eau ou autres fluides
du corps et gonfleront. Ces systémes permettant la diffusion du PA a travers le réseau gonflé
dans I'environnement externe. La plus part des matiéres utilisées dans ces systémes sont les
hydrogels (absorbant de I'eau ou autres fluides sans étre dissoudre).

La capacité du gonflement de polymeére se manifeste quand le gonflement peut étre déclenché
par un changement de I'environnement entourant. Dépendant du polymére, le changement
environnant peut impliquer le pH, la température, ou la force ionique, et le systéme peut se
rétrécir ou gonfler sur un changement de n'importe lequel ‘de ces facteurs environnementaux.

[11].

1.3.4. Parameétres influencant la libération d'un PA

1l est a noter que les paramétres influencant la libération d'un PA encapsulé sont :

- Solubilité du PA dans le milieu de libération et dans la paroi polymérique

- Taux d'encapsulation

- Interactions chimiques entre le PA et polymére

-Caractéristiques morphologique de systéme de libération (porosité, tortuosité, surface, forme)

- Caractéristiques de polymere tel que poids moléculaire (des études récentes montrent que les
polymeres de faibles poids moléculaires présentent une porosité plus élevé que d'autre, donc
une libération plus élevée. [12].
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IL. les Antibiotiques et les polyméres naturels utilisés

I1.1.Les antibiotiques

Introduction

Les antibiotiques, sont des agents thérapeutiques d'utilisation courante en médecine, ils sont
cependant de découverte récente et ont permis de sauver de nombreuses vies. En 1897,
Emest Duchesne met en évidence les propriétés de certaines moisissures (Penicillium
glaucum), mais ce n'est qu'en 1928 qu’Alexandre Fleming découvre "officiellement" la
peénicilline, et ce n’est qu’en 1943, qu’elle sera produite industriellement. Depuis, le
développement de nouveaux antibiotiques est devenu un péle important de la recherche
médicale. Les antibiotiques sont définis par leur activité antibactérienne (spectre d'activité),
leur toxicité sélective (mode d'action), leur activité en milieu organique (pharmacologie) et
leur absorption et diffusion dans I'organisme (pharmacocinétique).

I1.1.1. Définition

Le mot antibiotique provient de deux termes Grec anti : contre, et bios : la vie. Les
antibiotiques sont des substances chimiques qui ont une action spécifique avec un pouvoir
destructeur sur les micro-organismes. Ils sont dépourvus de toxicité pour les autres cellules.
Ces molécules peuvent avoir une action bactéricide, ou fongicide, leur efficacité peut étre
également limitée a empécher le développement des micro-organismes (bactériostatiques
ou fongistatiques). Un antibiotique est donc un médicament qui a pour effet de tuer des
bactéries de fagon ciblée. Il se distingue d'un antiseptique qui détruit tout germe et parfois
méme la cellule, de maniére non ciblée. Les antibiotiques peuvent étres classés selon plusieurs
critéres: I'origine, le spectre d’action, le mécanisme d’action, la classification la plus utile et
la plus utilisé est basé sur la structure chimique. [13].

I1.1.2. Classement des antibiotiques

Les antibiotiques sont classés d'aprés plusieurs critéres :
1. D'aprés leur spectre d'action

- Spectre trés large, ex. Tétracycline, ampicilline

- Spectre large, ex. Aminoside, rifamicine, fosfomycine

- Spectre moyen a prédominance sur les GRAM', ex. Pénicilline, macrolide, novobiocine -
Spectre étroit, ex. Pour les bacilles GRAM : Quinolone, mecillinam
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2. D'apreés leur type d'action

Les antibiotiques et agents chimiothérapiques peuvent étre classés en :
- Bactériostatiques ex. Tétracycline, chloramphénicol, macrolide

- Bactéricides ex. Pénicilline, cephalospirine, aminoglycoside

3. D'apreés leur origine

Les antibiotiques et agents chimiothérapiques sont extraits de plusieurs sources :
- Bactéries: Lichenifirmis : Bacitracine ;

- Champignons : Pénicillium notatum : Pénicilline.

- Actinemycétes : /nyoensis streptomyces : Spiromycine

4. D'aprés leur point d'attaque

5. D'apres leur composition chimique

6. D'apreés leur charge électrique

- Antibiotiques a caractére acide : Pénicillines, céphalosporines, tétracyclines, novobiocine,
sulfamides, nitrofurantoine, quinolones ;

-Antibiotiques & caractére basique : Aminosides, rifampicines, macrolides, polymyxines
- Antibiotiques a caractére amphotére : Tétracyclines.

7. D'aprés le caractére de la résistance bactérienne [14].

I1.1.3. Les tétracyclines

I1.1.3.1.Définition

La tétracycline est un antibiotique bactériostatique a large spectre de la classe des cyclines,
produit par une bactérie du genre Streptomyces. Elle est indiquée contre nombre d'infections
bactériennes a Gram positif, Gram négatif et anaérobies. Les tétracyclines sont des
médicaments de choix ou des alternatives bien acceptées pour une variété de maladies
infectieuses. C’est a cette grande famille d’antibiotique qu’appartient 1’Oxytetracycline. [15]
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I1.1.4.0xytetracycline

C’est une tétracycline de premiére génération, obtenue par des procédés fermentaires a partir
de l'actinomycéte Streptomyces rimosus.C’est une cycline naturelle de structure de base
commune a l"auréomycine (premiérecycline identifiée) appelée Tétracycline, sur laquelle
étaient substitués soit un groupement chloré sur le Carbone 7 (C7) dans le cas de
"auréomycine, soit un groupement hydroxyle sur le C5 dans le cas de la terramycine. Les
principes actifs furent renommeés respectivement chlortétracycline et oxytétracycline [2]

OHOHOBO O

G
OH
H

HCfHON

H/\

Figure II.1 : structure moléculaire de 1’oxytetracycline
I1.1.4. 1.Propriétés physicochimiques

o Nom: Oxytetracycline

e Aspect: poudre jaune

e Classe : médicalement (antibiotique)
e Masse molaire : 460.44 g/mol

o Formule brute: C,,H,4N,09

o Température de fusion : 182°C (décomposition)
o Solubilité : 313 mg-L" eau 4 25 °C

I1.1.4. 2.Mécanisme d’action

Il est aujourd'hui largement reconnu que les tétracyclines inhibent la synthése protéique
bactérienne en empéchant 1'association de 1'aminoacyl-ARNt avec le ribosome bactérien .Pour
interagir avec sa cible, I'oxytétracycline doit préalablement traverser un ou plusieurs systémes
membranaires dépendant du caractére Gram de la bactérie. La liaison de I'oxytétracycline
avec le ribosome est réversible, ce qui expliquel'effet bactériostatique de cet antibiotique.
II existe un unique site de fixation de haute affinité avec la sous unité 30S du ribosome
aboutissant a une rigidification de l'ensemble et empéchant la fixation des aminoacyl-ARNt
sur le ribosome. Il en résulte un blocage de la synthéseprotéique par inhibition de sa phase
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d'élongation (Figure I1.2).La chélation de l'oxytétracycline par les ions magnésium, fixés sur
les ribosomesou I'ADN parait étre un phénomeéne secondaire. [16].

Ar
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ADN
GG A / uc
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Figure IL.2: site de fixation de I’oxytetracycline au ribosome bactérien.

I1.1.4. 3.Utilisation et application

L’oxytetracycline sont utilisées de fagon importante depuis les années 50 a large spectre .Les
médecins prescrivent entre autres ce médicament pour :

e traiter une grande variété d’infections, C'est un antibiotique qui agit en arrétant la
croissance des bactéries. (Les infections des voies respiratoires, les sinusites, les
infections de la gorge et les otites moyennes, Infections des voies urinaires)

e Infections cutanées, entre autres acné et rosacée : Cette affection entraine des taches
rouges vif sur le visage, éventuellement en combinaison avec des boutons, pustules et
vaisseaux sanguins visibles.

e Cet antibiotique traite uniquement les infections bactériennes. Cela ne fonctionnera
pas pour les infections virales (comme le thume, la grippe). L'utilisation
d'antibiotiques, lorsque cela n'est pas nécessaire, peut empécher le traitement
d'infections futures.

e ’oxytetracycline peut également étre utilisée en association avec des médicaments
antiulcéreux pour traiter certains types d’ulceres de 1’estomac [17].
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I1.2.Les polymeéres :

I1.2.1. Définition d’un polymére

Un polymeére est une macromolécule formée de I’enchainement covalent d’un trés
grand nombre d’unités de répétition qui dérivent d’un ou de plusieurs monomeéres qui
sont également appelés motifs et préparée a partir de molécules appelées monoméres. [18]
I1.2.2.Classification selon I’origine

Les polymeres classés selon [’origine peuvent étre:

» Polymeres naturels : ce sont des composés organiques formant la matiére vivante, comme
les protéines, les acides nucléiques, la cellulose, la chitine. ..

» polymeres obtenus par modification chimique d'un polymeére naturel, exemple: la
méthylcellulose.

» Polymeéres synthétiques: ce sont les matiéres plastiques, les élastoméres, les fibres, les
adhésifs. [18]

I1.2.3. Les propriétés des biopolyméres

De par leur structure chimique, les biopolyméres présentent des propriétés particuliéres et
intéressantes utilisés dans des domaines trés variés tels que I’emballage, 1’ agriculture, la
construction, I’automobile, I’électronique et le textile. Ils sont également employés pour des
applications a forte valeur ajoutée dans le domaine médical [19].

A. La biodégradabilité

Le terme biodégradable est donné aux polyméres d’origine naturelle c’est-a-
dire réservé aux biopolymeres qui ont la capacité de se dégrader sous I’action de
microorganismes. Leurs décompositions moléculaire et chimique conduisent a la formation de
CO2 et d’H20 en présence d’oxygene (ou a la formation de CH4, CO2 et d’H2 O en milieu
anaérobie, plus une nouvelle biomasse. La biodégradation d’un biopolymeére dépend de
différents facteurs que 1’on peut regrouper en trois grandes catégories :

Les paramétres physico-chimiques: du milieu de dégradation: La température
favorise [activité microbienne; la teneur en eau du milieu doit &tre suffisante pour
permettre aux fonctions des micro-organismes de s’exprimer. Le pH, la présence
d’oxygene 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 marécage.

Les paramétres microbiologiques: du milieu de dégradation: selon le matériau
considéré, la nature et 1’abondance des micro-organismes présents sur le site vont
avoir un impact sur la vitesse de dégradation. [19]

La structure chimique et la morphologie du polymére: constituant le matériau: Un
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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
parfois pas dépasser quelques dizaines de microns d’épaisseur. La cristallinité du
polymeére, 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
¢galement modifier les caractéristiques du matériau et influer sur son aptitude a la
biodégradation.

B. Perméabilité a la vapeur d eau

La plupart des biopolyméres 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 & la présence de fonctions polaires hydroxyle et/ou amine qui
ont une forte réactivité avec Léau par formation de ponts hydrogénes; ce qui leur confeére
aussi une propriété antistatique. [19]

C. Biocompatibilité et biorésorbabilité

Un matérian biocompatible est un matériau qui est capable d’assurer une fonction avec
une réponse appropriée et sans effets indésirables sur 1’environnement biologique dans lequel
il est appelé a fonctionner. La réponse biologique d’un matériau dépend de 3 facteurs: ses
propriétés, la caractéristique de | hote et la demande fonctionnelle pour le matériau.
Les biopolymeéres par leur origine naturelle, remplissent logiquement cette fonction et
les implants médicaux en matérian inerte comme les céramiques sont de plus en plus
remplacées par des polymeres d’origine naturelle. En plus de la biocompatibilité, on
recherche également pour des applications médicales spécifiques des matériaux cpouvant se
décomposer tout naturellement dans 1’organisme humain pour étre remplacés aprés par un
tissu vivant. Les biopolyméres sont dégradés naturellement dans 1’organisme humain par
hydrolyse (enzymatique) et libérent des molécules assimilables et non toxiques. En
pharmaceutique, les médicaments a libération contrélée sont des exemples d’application ou la
biorésorbabilité des polymeres joue un role important comme il est illustré dans la Figure I1.3.
[20].

17



Chapitre II les Antibiotiques et les polyméres naturels utilisés

principe actif

polyméres
biorésorbables
t=0

Figure II.3 : Libération contrdlée d'un principe actif

I1.2.4. L’alginate de sodium

I1.2.4.1.définition

L’alginate de sodium est un polysaccharide de structure linéaire, biopolymeére
anionique, extrait des algues brunes, et il peut étre produit par voie bactérienne. Au niveau
industriel, il est essentiellement issu de certaines espéces d’algues brunes: Macrocystis
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 I’encapsulation cellulaire et de la délivrance contrdlée de molécules a
effet thérapeutique. Ce succes est dii notamment a son mode de gélification et a sa
biocompatibilité largement démontrée dans la littérature. [21]

I1.2.4.2. Composition chimique

Les alginates 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 (Figure I1.04).
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O OH
O\ ' - OH
HO \/« OH
HO
-D-mannuronate (M) a-L-guluronate (G)

Figure II.4 : 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

NaQOC OH Naooc HO NaQOC
S Y N HO A ome S
O '.‘ ("J/ - ) ‘ o D / /\L_/ ‘0 LHO
O o j OH NaOOC & O, oHO7 g
“OH NaDOC “on NaooC wo
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“~ o » o S -t - ~
G - block M - block GM - block

Figure IL5 : Structure chimique de la chaine d'alginate de sodium

De plus, les alginates possédent les quatre types de liaisons glycosidiques possibles
(figure IL5) : diéquatorial (MM), diaxial (GG), équatorial-axial (MG) et axial-équatorial
(GM). La structure des segments polyacide mannuronique est trés proche de celle de la
cellulose. Les liaisons diéquatoriales entre unités M donnent a ces segments une structure
aplatie, de type ruban. Cette structure est stabilisée grice a des liaisons Hydrogéne (Figure
I1.04). Par exemple, le groupement hydroxyle en C3 du monomére M+1 interagit avec
I’atomed’oxygene du cycle du monomeére M. [22]

I1.2.4.3. Application de I’alginate de sodium

L’alginate produit a grande échelle trouve des applications principalement dans les
domaines de I’agroalimentaire et textile, pour laquelle environ 80% de la production y est
transformée. Ses propriétés colloidales uniques font qu’il peut étre utilisé en tant
qu’épaississant, stabilisant, agent filmogene, gélifiant, etc (Tableau I1.1). [23]
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Tableau I1.1 : applications et roles d’alginate de sodium.

Application Réle de I'alginate

Epaississant pour les pates d’impression,
Industrie textile (50%) Epaississant et stabilisateur des teintures.
Agent d imperméabilisation.

Agent plastifiant et filmogéne.

Epaississant. texturant, conservateur. dans de

nombreux produits : confitures. jus de fruits,

Industrie agroalimentaire (30%) sauces {moutarde, mavennaise), potages,
codes E401 a E405 produits laitiers, stabilisateur dans les crémes

glacées (empéche la formation de cristaux).

Agglomérant pour les tibres, apprét de surtuce.
Industrie du papier (5%) Epaississant et stabilisant dans les colles.

Maintien des pigments en suspension.

Stabilisateur d’émulsions. agglomérant dans les
comprimés, épaississant et hémostatique dans
Industrie pharmaceutique (5%) les pommades. pansements, méches nasales,

Gélifiant dans les pates a empreinte dentaire.

Epaississant dans les produits de beauté et
pates a dentifrice. stabilisateur pour les

Divers (10%) peintures et vernis, Floculant en traitement des
eaux,

Agglomérant pour les ¢lectrodes de soudure.

Agent absorbant dans les couches pour bébeé.
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I1.2.4.4.Propriétés physiques et chimiques

Tableau II.2 : propriété physicochimique de 1’alginate de sodium.

Formule brute (C6H80O6)n
Aspect Poudre.

Couleur Blanche

pH 6,8 - 8 (1% water)

: 1,601 g-cm”
Masse volumique ,601 g-cm

Masse molaire 198,1 g/mol

Solubilité Soluble dans 'eau

T® fusion >300 °C

A. Solubilité

Il existe trois parametres déterminants limitant la solubilité de I’alginate dans I’eau.
Premicrement, Le pH de la solution joue un réle dans la solubilisation des alginates. Si le pH
de la solution contenant I’alginate est inférieure 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 voire
formation d’un hydrogel. La sensibilité des alginates vis-a-vis du pH de la

solution dépend non seulement de la masse molaire mais aussi de la composition chimique et
de la séquence des blocs. Les alginates contenant plus de sections alternées (blocs MQG)
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 réle
mmportant (effet « salting-out ») sur la solubilité de 1’alginate en limitant son hydratation en
milieu aqueux. Et pour finir, le taux de cations gélifiants présents dans le solvant influence
bien évidemment la solubilité de 1’alginate. [24]

B. Gélification

Les propriétés physiques de I’alginate sont décrites pour la premiére fois dans les
années 1970. La principale caractéristique de 1’alginate est sa capacité a gélifier en présence
de cations multivalents. Cette transition sol/gel n’est pas influencée par la température.
Les sels d’alginates sont solubles dans I’eau et sont capables de gélifier en présence
de cations multivalents tels que les ions Cax+, Sr2+, Bax+, Fe2+ ou encore Als+ grice a la
formation d’une  jonction impliquant plusieurs chalnes  polysaccharidiques.
Cette interaction est décrite par le modele « egg-box » dans lequel chaque ion divalent peut
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interagir avec deux résidus G adjacents ou appartenant a deux chaines opposées (figure I1.06)

[25]

Figure IL.6 : gélification ionotropique de I’alginate modéle « egg-box »

L’ion chélateur divalent impliqué dans les liaisons intra et intermoléculaire de
I’alginate posséde une affinité variable avec les résidus G suivant le type de cation considéré,
a savor : Pb > Cu > Cd > Ba > Sr > Ca > Co, Ni, Zn > Mn
Le sel de cation divalent généralement utilisé pour la gélification de I’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 solution d’alginate de sodium peuvent étre facilement déplacés par les ions
calciques. Les ions calcium s’associent préférentiellement aux fragments poly-guluronate
plutét qu’aux fragments poly-mannuronate (figure 11.07). 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’oxygéne des fonctions hydroxyles. Les ions calcium sont beaucoup mieux
retenus que par de simples liaisons ioniques.

OH

Figure I1.7 : liaisons covalentes des ions calcium avec les résidus poly-G des polyméres
d’alginate.

Cet enchainement régulier de type « egg box » (figure II1.8) se reproduit périodiquement :
il se forme un réseau tridimensionnel a zones organisées reliées par les segments poly-M ou
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poly-(M-G). La structure du polymere est donc 1’élément déterminant du comportement
rthéologique des gels d’acide alginique : la proportion des blocs poly-G et leur longueur
conditionnent la formation et la force des gels obtenus en présence de calcium. [26]

Figure II.8: Rétention du calcium par un réseau tridimentienale de ségment poly-M ou poly-
G définissant une structure de type « egg-box ».

I1.2.5.La gélatine

I1.2.5.1. Définition

La gélatine est une protéine d’origine animale, obtenue par hydrolyse partielle du collagéne
contenu dans les os et la peau des animaux. Elle est constituée de 84 4 90% de protéines et de
1% environ de sels minéraux, le reste étant de I’eau. La gélatine est vitreuse, fragile,
légerement jaunatre ou blanchatre et quasiment sans goiit et sans odeur. Elle est fournie sous
différentes formes: gros granulés, poudre fine ou feuilles. La gélatine non gélifiante est
utilisée principalement pour sa valeur riche en protéines. La gélatine est aujourd’hui devenue
un produit industriel aux multiples utilisations. Elle est trés utilisée pour ses applications
culinaires, pharmaceutiques, photographiques et techniques ; mais ¢’est aussi un ingrédient
primordial dans I’industrie agro-alimentaire. [27]

IL. 2.5.2. Structure moléculaire de la gélatine

La gélatine est la molécule de collagene dénaturé, dont sa formule générale est:
-(NH-CHR-CO)n- ot R ou R représente le groupement latéral d’un acide aminé. Elle peut
contenir entre 300 et 4000 unités d’acides aminés. La séquence de ces derniers se présente de
la maniére suivante -Ala-Gly-Pro-Arg-Gly-Glu-4Hyp-Gly-Pro- comme le représente le
schéma suivant : [28]
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Figure IL.9 : Représentation chimique de la structure typique de la gélatine
II. 2.5.3. CARACTERES GENERAUX
Propriétés physicochimique
Gonfle dans I'eau froide, et elle entierement soluble dans I'eau chaude. Dégradée par les
températures tres élevées qui baissent sont pouvoir gélifiant : ne jamais faire bouillir 1a
gélatine. A I’ébullition, elle produit une mousse abondante comme le lait, et elle se dégrade

rapidement. En outre, elle est trés sensible a I’action des bactéries. [29]

Tableau II.3: propriété physicochimique de la gélatine

aspect
Poudre jaune

Origine

animal ou végétal

Description Chimique

Protéine

Densité

1,035 - 1,040

pH

3,5-4,5

Température de prise en
gel

2,5g/L - 3g/L environ10°C

Humidité

15 % au maximum

Viscosité (sol a 6,67 a
60°C)

30 a36 mp.s
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IL 2.5.4. Critéres de choix de la gélatine en chimie pharmaceutique

Pouvoir gélifiant et épaississant
Pouvoir filmogéne

Pouvoir émulsifiant

Pouvoir foisonnant

Pouvoir stabilisant

Pouvoir moussant [29]

IL. 2.5.5. Conditions d’une gélification compléte

e La durée : le gel se forme immédiatement & 10°C, mais il faut environ 16 heures pour
atteindre la gélification maximale. La concentration qui doit dépasser 0,8% au
minimum. Cette dernicre est appelée la concentration critique de gélification. D’autre
part, la force de gel est une fonction non linéaire de la concentration.

e Le pH et la température : plus le pH est bas et la température est élevée, plus la
formation de gel est faible. Par contre, une fois le gel est formé, il est peu sensible a
I"acidité.

e Le cisaillement, avant gélification: il diminue la force de gel.

e Laprésence de soluté: le sel diminue légerement la force du gel, alors que la présence
de sucre I’augmente. [30]

I1.2.5.6. les capsules de la gélatine

Presque 90% de la gélatine pharmaceutique se dirigent vers la fabrication des capsules et des
gélules. D’une part elle protege les médicaments des effets néfastes de la lumiére et de
I’oxygene atmosphérique, la contamination et le développement microbien. D’autre part, la
gélatine permet de lier les principes actifs du médicament et de prolonger leur durée de
conservation. Grace a une sélection et un dosage rigoureux, la gélatine peut méme controler la
vitesse de libération des principes actifs, soit en 1’accélérant, soit en la ralentissant (effet
retard). Les comprimés enrobés de gélatine représentent un nouveau progrés technologique,
I’enrobage de gélatine facilitant I’ingestion du comprimé par les patients. [31]
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Introduction

Dans cette partie, ’élaboration des microcapsules polymériques (alg/gél) contenant le
principe actif (L’OTC) d’aprés la méthode de la coacervation complexes est accomplie et
décrite en détails. En premier lieu, nous nous sommes intéressés a la caractérisation des
matiéres premiéres qui ont servi a cette préparation, principe actif et biopolyméres. La
description des méthodes de préparation et de caractérisation des microcapsules (UV Visible,
IRTF, DRX, MEB) sont amplement présentées dans cette partie de notre partie expérimentale,
ainsi ’étude de la libération in vitro des microcapsules contenu 1’oxytétracycline dans les
deux milieux physiologiques gastrique (pH=1.2) et intestinal (pH=6.8). En deuxiéme lieu, la
discussion des résultats obtenus dans cette étude est présentée sur la base de I’analyse
bibliographique réalisée en liaison avec notre thématique.
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ITI. Matériels et méthodes
ITI.1. Matériels

Matériels et méthodes

a. Equipements : les équipements utilisés dans cette étude sont motionné dans le tableau
ci-dessous.

Tableau III.1 : matériels utilisé.

Matériel Marque
AGITATEUR MAGNETIQUE HANNA HI190M
PLAQUE CHAUFFANTE IKA AG601
BALANCE ELECTRIQUE DE PRECISION | OHAUS PIONEER PA64

THERMOMETRE PRIMA (-50 A +300 °C)
ETUVES BINDER
MICROSCOPE OPTIQUE QUANTA 650 FEI

PH METRE PH 50

REFRIGERATEUR REGLE A 4 °C

VISCOSIMETRE

Viscosimeétre SV10 —Vibro

SPECTROPHOTOMETRE UV VISIBLE

JENWAY 6305

VERRERIES ET CONSOMMABLES

DIFFERENTES TYPES

SPECTROPHOTOMETRE FTIR

JASCO FT/IR 4100

27




Chapitre III

Matériels et méthodes

b. Réactifs chimiques: les produits dans cette étude sont motionné dans le tableau ci-

dessous.

Tableau IIL.1 : produits utilisé.

produit Concentration
gélatine commercial 2g/100ml
alginate de sodium 2g/100ml
Oxytétracycline 0.020g (20mg)
Acide chlorhydrique (HCI) IN
Eau distillée qsp
acide acétique 2.5%
éthanol 96 %
glutaraldéhyde 25%
Hydroxyde de sodium (NaOH) 0.IN
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III.2 : Méthodes expérimentales.
IIL.2.1. Controle physicochimique de la matiére premiére
IIL.2.1.1. Caractérisation du principe actif (I’oxytétracycline)

L'oxytétracycline est parmi les substances décrites par la pharmacopée européenne .donc
nous allons appliquer les méthodes de référence de cette derniére, en respectant ses normes.

a. Aspect

A examiner par une simple analyse visuelle de la fluidité de 'homogénéité des poudres et
par la vérification de la couleur et de l'odeur. [32]

b. Solubilité

La solubilité est la quantité maximale de substance qui peut se dissoudre dans un volume
déterminé d’un solvant donné. [32]

Mode opératoire
Une série de tubes a essai a été préparé contenant chacun une masse de la substance a
examiner qui correspond au terme descriptif par rapport au solvant. La solubilité peut

s'exprimer en différentes unités : - g/100mL - g/L - mol/L

Ce test est effectué dans I'eau, dans I’alcool et I’acide acétique, solution de gélatine et solution
d’alginate.

¢. Détermination du pH

Le pH est un nombre qui représente conventionnellement la concentration en ions hydrogéne
ou hydronium d'une solution aqueuse. [33]
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Figure IIL.1 : pH métre.

v Principe

La détermination du pH est effectuée par mesure de la différence de potentiel entre 2
électrodes plongeant dans la solution 2 examiner; 'une de celles-ci est une électrode sensible
aux ions hydrogéne (le plus souvent, une électrode en verre) et l'autre une électrode de
comparaison.

IIL.2.1.2. Caractérisation de I'excipient [la gélatine]

A. Solubilité :
Méme principe et mode opératoire cités pour déterminer la solubilité de I’oxytetracycline
Ce test a été effectué dans I'eau froide et I’eau chaude, acide acétique et éthanol.

B. Détermination du pH

v" Principe

Mémes principe et mode opératoire cités pour déterminer le pH I’OTC. Ce test a été effectué
sur une solution aqueuse de 2 g/100 ml.

La valeur du pH doit étre comprise entre: 2.5 et 3
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C. Le test d’hydratation

La gélatine est relativement insoluble dans I’eau froide. Lorsque ses grains sont
ajoutés a I’eau froide (température ambiante), ils absorbent de I’eau jusqu’a 100 fois leur
poids initial et se gonflent rapidement.

Ce test peut étre expliqué par la pénétration graduelle de I’eau dans les particules solides
effectué¢ pour voir ’hydratation de la gélatine dans I’eau distillée et mesurer le gonflement
pour déterminé combien de fois elle peut absorber I’eau par rapport a son volume.

Le Principe est simple, il suffit de mettre une quantité de produit dans une éprouvette ensuite
la remplir avec I’eau distillée et attendre jusqu'a ce que la gélatine gonfle complétement puis
voir le volume occupé par la gélatine lorsque la limite de gonflement est atteinte.

_V®
Q)

TH
V(0) : volume occupé par la gélatine a I’instant t=0

V(t) : volume de gonflement occupé par la gélatine ’instant t (états finals).
Dans notre cas la quantité VO correspond a une masse de gélatine de 1g. [32]

D. La viscosité

La viscosité peut étre définie comme étant la résistance a l'écoulement uniforme et sans
turbulence se produisant dans la masse d'une matiere. La viscosité dynamique correspond a la
contrainte de cisaillement qui accompagne l'existence d'un gradient de vitesse d'écoulement
dans la matiére, d'ou I'origine du qualificatif de dynamique. [34]

Figure II1.2 : viscosimétre vibrant.
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Principe de I’appareil

Cet appareil viscosimeétre vibrant et est destiné a mesurer la viscosité des fluides. La partie
active du viscosimétre est une tige vibrante (Fréquence de 30Hz) animée par une alimentation
électrique constante. L'amplitude de la vibration varie en fonction de la viscosité du fluide
dans lequel la tige est immergée. Les applications principales de cet équipement sont le
contrdle des réactions de polymérisation, le controle de la viscosité des encres, ou le contrdle
qualité de tout fluide.

Le VC-10 permet de mesurer des viscosités entre 0.3 et 10000mPa-s, entre 0 et 160°C, avec
une précision de lecture de 1%. La quantité minimale d'échantillon qui peut étre analysé avec
cet équipement est de 10 ml.

v' Mode opératoire

Deux tests de viscosité sont effectués sur plusieurs échantillons de gélatine, Le premier est
en fonction de la concentration de la gélatine, le deuxiéme en fonction de la température.

Test 1 :
Ce test a été effectué sur 4 solutions de gélatine de déférentes concentrations (1%), (2%),
(3%) et (4%) dans I’eau chaude a 40 °C pour la solubilisation de la gélatine dans I’cau.
Ensuite refroidir dans le réfrigérateur pour la gélification des solutions. Enfin, la
détermination de la viscosité de ces différents échantillons peut étre effectuée avec le
viscosimetre.
Test2:
La viscosité d’une solution de gélatine 2% a été mesurée en fonction de la température.
ITL.2.1.3. Caractérisation de I'excipient [I’alginate de sodium]

a. Solubilité
Meéme principe et mode opératoire cités pour déterminer la solubilité de la I’oxytétracycline
Ce test est effectu¢ dans I'eau froide et I’eau chaude, dans I’éthanol et dans I’acide acétique.

b. Détermination du pH
Principe :

Meémes principe et mode opératoire cités pour déterminer le pH de I’OTC. Ce test a été
effectué sur une solution aqueuse de 2 %.

La valeur du pH doit étre comprise entre 7 et 8.

c. Viscosité
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Ce test a été effectué sur une solution d’alginate de sodium a 2%.

I11.2.2. Préparation des microcapsules

La préparation de microcapsules chargées d’oxytétracycline (principe actif) a été accomplie
par coacervation complexe de 1’alginate de sodium et la gélatine.

Protocole

Chaque solution de polymére a été préparée dans de l'eau distillée. Un volume connu (35 ml)
de 2% (w / v) de solution de gélatine a été mis dans un bécher. Cette solution a été agitée par
un agitateur mécanique sous forte agitation a 45 £ 1 C. Cette température a été maintenue tout
au long de I’expérience. Une masse de 0.02g d’oxytétracycline a été ensuite ajoutée a cette
solution. Aprés la solubilisation compléte du principe actif, un volume connu (10 ml)
d'alginate de sodium 2% (w/ v) a été ajouté goutte a goutte a cette solution pour atteindre une
séparation de phases compléte. Ainsi, le rapport pondéral optimisé pour la gélatine et
l'alginate est de 3,5: 1 pour la formation du coacervat a ét¢ maintenue pour toutes nos
expériences. Aprés I'addition compléte d'alginate de sodium, le bécher contenant la solution
est laissé a 45 °C sous agitation pendant prés de 15 min. Le pH du mélange a ensuite été
abaissé a 3,75 en ajoutant une solution d'acide acétique glacial a 2,5% (v / v). La solution est
ensuite refroidie a 5-10 C pour faire murir et durcir les microcapsules. Les microcapsules
ainsi formés dans la solution ont été réticulés par addition lente d'une certaine quantité de
glutaraldehyde (1 mol). La température du bécher a ensuite été portée a 45 ° C et l'agitation a
été poursuivie encore pendant une durée de 3-4 h pour terminer la réaction de réticulation. La
solution a ensuite été refroidie a température ambiante, lentement et tout en remuant. Les
microcapsules ont été filtrées et lavées avec de 1'eau pour la conservation. [35]

I11.2.3. Méthodes de caractérisation et d’analyses

Pour caractériser les microcapsules contenant I’oxytetracycline on a fait appel aux techniques
expérimentales suivantes :

I11.2.3.1. Aspect

Le produit obtenu a été examiné par une simple analyse visuelle de la fluidité et de la
limpidité de la forme et par la vérification de la couleur de I'odeur.

111.2.3.2. Influence de la température sur les capsules
Les microcapsules obtenues ont été mises dans 1’étuve a différente a 30°C et 50° et 70°C et

on observe les microcapsules pour savoir si la température a une influence sur ces
microcapsules et sur I’oxytétracycline encapsulée. [36]
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Figure IIL.3 : étuve réglé a 30°C

I11.2.3.3. Caractérisation par spectroscopie UV-VIS

C’est une méthode rapide et précise. Elle est utilisée pour le contrdle des produits
pharmaceutiques d’un point de vue quantitatif et non structural. Elle est utilisée pour des
analyses effectuées dans des systemes multi-composants, ainsi que pour des mesures
quantitatives directes en milieu trouble ou coloré. Ce domaine spectral est divisé en deux
plages :

OUV (185-400 nm),

[0 Visible (400-700 nm),
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L’origine de I’absorption lumineuse est due a I’interaction des photons incidents avec les
especes de I’échantillon. Les groupes fonctionnels des composés organiques (cétones, amines
etc.) sont responsables de I’absorption en UV/VIS, ils sont appelés groupements
chromophores. [37]

Dans notre cas 8 mg de I’oxytétracycline a été dissous dans 100 ml d’eau distillée. Nous
obtenons ainsi une solution meére pour I’analyse spectrométrique.
Pour déterminer la bande caractéristique de 1’oxytetracycline (Amax), un balayage de
longueurs d’onde est effectué sur une solution de la tétracycline entre 200 nm et 600 nm.
Pour réaliser cette analyse, nous avons utilisé un appareil LABOMED SPECTRO UV 2950
avec une cuve en quartz de lcm de trajet optique. La mesure est répétée avec trois
échantillons différents pour sa validation.

Figure II1.4 : spectrophotometre UV-visible.

La courbe d’étalonnage

A partir de la solution mére préparée pour [’analyse spectrométrique (0.04g de
I’oxytétracycline dans 100ml), nous allons procéder a des dilutions appropriées afin de
déterminer la gamme d’étalonnage du produit et de vérifier ainsi sa linéarité et donc sa
sensibilité. Cette courbe est le plus souvent assimilable a une droite lorsque les solutions sont
diluées. Ainsi, a partir de dilutions successives du principe actif, la détermination de la
courbe d’étalonnage est réalisée. La mesure s’effectue a 354 nm. Au-dela de la caractérisation
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du produit, cette méthode d’analyse est un élément fondamental car elle permet le dosage
ultérieur du principe actif dans la forme pharmaceutique. [38]

II1.2.3.4.Taux d’encapsulation de I’oxytétracycline

Apres la préparation des microcapsules, la concentration du principe actif est dosée par
spectrophotometre UV-visible a la longueur d’onde A = 354 nm. Pour qu’on puisse déterminer
le taux du principe actif présent dans les microcapsules de 1’oxytétracycline, on a procédé
comme suit :

Premierement il faut déterminer la concentration de I’OTC présente dans les microcapsules :
c’est la différence entre la concentration d’OTC initiale Co et la concentration restante dans la
solution aprés la séparation (filtrage) des microcapsules.

Ensuite, on peut déterminer la quantité en masse (mg) du principe actif présente dans les
microcapsules. [39]

B0y = Qlmg)
EE (%) Q_i(my_) x 100

EE : taux d’encapsulation
Q : quantite du principe actif encapsulé (en mg)

Qi : quantit¢ du principe actif initiale (en mg)

I11.2.3.5. Caractérisation par spectroscopie infrarouge (IR-TF)

L’infrarouge analytique regroupe plusieurs méthodes d’identification et de dosage basé sur
I’absorption et la réflexion, par I’échantillon, des radiations électromagnétiques comprises
entre 1 et 50pm. Cette bande spectrale est divisée en proche infrarouge (de 1 4 2,5 pm) et en
moyen infrarouge (de 2,5 & 50 pm). Ce dernier est le plus utilisé pour récolter des
informations structurales des composés analysés. De ce fait, il est utilisé pour I’identification
des molécules organiques dont il permet de garder une empreinte digitale. Les vibrations des
liaisons chimiques, spécifiques des groupements chimiques, permettent 1’obtention de
spectres portant I’information voulue sur la composition des substances chimiques analysées.7
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Figure IIL5 : spectrophotométre F7-IR.

L’analyse IR-TF de I’oxytétracycline, la gélatine, ’alginate de sodium, et les microcapsules
chargé d’oxytétracycline été réalisée sur des pastilles de KBr, préparées en dispersant
I’échantillon dans la poudre de KBr, puis comprimées a I’aide d’une presse hydraulique a
pendant 3 & 5 min. Le spectre IR-TF de chaque échantillon est enregistré a la température
ambiante dans la plage de nombres d’onde 400-4000 cm-1. [37]

I11.2.3.6. Microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage (MEB) ou ("Scanning Electron Microscopy"), permet
d'observer la topologie des surfaces. La technique est basée sur le principe des interactions
électrons-matiere. Un faiscean d'électrons balaie la surface de I'échantillon a analyse qui, en
réponse, réémet certaines particules. Différents détecteurs permettent d'analyser ces particules
et de reconstruire une image de la surface. [40]
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Figure III.6: le microscope a balayage électronique MEB

L’analyse microscopique s’effectué au niveau de laboratoire d’analyse FUNDAPL PV08 a
L’UNIVERSITE SAAD DAHLEB BLIDA 1.

Les microcapsules obtenues sont observées sous microscope électronique pour observer leur
forme et leur morphologie avec précision. Des photos sont prises dans des grossissements
appropriés.

I11.2.3.7. Diffraction de rayons X

La diffractométrie des rayons X (XRD ou XRPD pour X-Ray Powder Diffraction) est une
technique de base permettant de déterminer la structure des cristaux et des poudres.
L'échantillon est une poudre homogene isotrope, ou bien un solide composé de minuscules
cristaux soudés entre eux. La méthode générale consiste a bombarder 1'échantillon avec des
rayons X, les électrons diffractent ces rayons X comme décrit par I'équation de Bragg.

Les rayons X sont diffractés selon un angle de déviation 2¢. On enregistre l'intensité détectée
et la courbe obtenue s'appelle le “diffractogramme’. Dans I'industrie pharmaceutique, la XRD
est utilisée pour étudier les cristaux des molécules nouvellement découvertes. Elle permet
ainsi de vérifier si I'on n'est en présence de polymorphisme. [41]

38



Chapitre ITI Matériels et méthodes

I it

Figure IT1.7: diffractométre Rx.

Cette technique a été employée pour vérifier la cristallinité de la gélatine et I’alginate de
sodium et I’oxytétracycline, ensuite les microcapsules vides et les microcapsules contenant
I’oxytétracycline. La diffraction des rayons X permet d’observer d’éventuels changements du
réseau cristallin du principe actif contenu dans les microcapsules.

I11.2.3.8. La libération de ’oxytétracycline

Dans cette partie le but était d’étudier la cinétique de libération in vitro de I’oxytetracycline
pure et contenu dans les microcapsules d’alginate et de gélatine et celle de I’oxytétracycline
pure dans deux milieux physiologiques simulés représentatifs ; le milieu gastrique SGF
(pH=1.2) et le milieu intestinal SIF (pH=6.8). Pour cela, nous allons procéder a la préparation
des milieux physiologiques et étudier le comportement de I’OTC dans les deux milieux afin
de déterminer la quantité libérée. Une comparaison se fera ensuite sur le phénomene de
libération dans les deux milieux.

Les solutions a pH 1,2 et pH 6,8 sont réalisées selon la Pharmacopée Européenne.

» Préparation de Milieu gastrique simulé SGF
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2g de NaCl et 7ml HCL (0.2 M) ont été dissous dans 1000 m! d’eau distillé la solution doit
étre ajusté pH=1.2
L’ajustement de pH se fait par le HCL et le NaOH.

> Préparation de Milieu gastrique simulé SIF

Le milieu physiologique a été préparé en faisant dissoudre 6,8 g dedihydrogéno phosphate de
potassium (KH,PO,) dans une fiole contenant de 1 L d’eau distillé.le pH de la solution est
ajusté avec une solution et une solution L'acide chlorhydrique HCL (IN) et une solution
d’hydroxyde de sodium NaOH (0.1N). Le pH doit étre pH=6.8. [32].

Protocole expérimentale
Milieu gastrique SGF (pH=1.2)

lg de microcapsules chargées en OTC sont dispersées dans 100 ml de solution tampon qui est
maintenue sous agitation. Une solution tampon HCI ayant un pH=1,2 est utilisée a une
température de 37°C (conditions du fluide gastrique). Ensuite, on effectue des prélévements
de 5 ml de surnageant a I’aide des seringues chaque 10 min. Les microcapsules subissent une
filtration et la solution récupérée est analysée avec un spectrophotométre UV visible a 354 nm
pour mesurer [’absorbance. Les résultats sont représentés sous forme de courbe cinétique des
absorbances en fonctions de temps. [42] [43]

Milieu intestinale SIF (pH=6.8)

Le méme protocole précédant.
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IV. Résultats et discussions
IV.1.Résultats de contréle physicochimique de la matiére premiére
IV.1.1. Caractérisation du PA (I’oxytétracycline)

Les Résultats de tests préliminaires de I’oxytétracycline sont représentés dans le
tableau ci-dessous

Tableau IV.1 : Résultats des analyses physicochimique effectuées sur I’oxytétracycline

Teste Résultats
1. aspect
- poudre cristalline
- couleur jaune
- inodore
2. solubilité - soluble dans l'eau

- légerement soluble dans l'alcool

- soluble dans la solution de la gélatine

- légeérement soluble dans la solution
de I’alginate de sodium

3. pH - pH=(2,-3)

IV.1.2. Résultat de la Caractérisation de I'excipient [la gélatine]

a. les Résultats des tests de solubilité et de pH de la gélatine sont représenté dans le
tableau suivant :

Tableau I'V.2 : Résultats des analyses physicochimique effectuées sur la gélatine

Teste Reésultats

1. solubilité - soluble dans I’eau chaude

- insoluble dans I’eau froide

- peu soluble dans 1’éthanol

- soluble dans 1’acide acétique

2. pH - pH=6
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b. test de gonflement

Le volume occupé par la gélatine avant et aprés hydratation sont représenté dans la figure ci-
dessous.

Figure I'V.1 : Test d’hydratation de la gélatine dans ’eau.(a) avant hydratation (b)aprés
hydratation

Lorsque ’hydratation de la poudre de gélatine On remarque qu’elle occupe un volume de 8
m] et le volume occupe par la poudre avant I’hydratation est Iml donc le rapport d’hydratation
C’est la différance entre le volume occupé par la gélatine avant hydratation et aprés.

Le taux de gonflement de I’échantillon de la gélatine analysé (TG=8) c'est-a-dire que la
gélatine a absorbé 8 fois son volume en eau.
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¢. résultats de la viscosité

La viscosité de la gélatine en fonction de sa concentration massique est représentée dans la
figure suivante :

700 -
600 -
500 -
400 -
300 -

200 -

viscosité (mpa.sa)

100 -

concentration % (wW/v)

Figure IV.2 : Courbe montrant ’influence de la concentration sur la viscosité de Ia
gélatine a (18°C).

La figure montre le résultat de la viscosité de la gélatine en fonction de sa concentration
massique. On voit lorsque la concentration augmente la viscosité de la gélatine augmente. Ce
phénomene s’explique par diminution la mobilité des molécules dans le mélange et
I’augmentation de concentration dans la solution augmente les liaisons intermoléculaire
causé une diminution cinétique des molécules, et que les forces cohésives tiennent les
molécules. Ainsi le fluide peut s’écouler plus difficilement le débit diminue. [44]
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La viscosité de la gélatine en fonction de la température est représentée dans la figure
suivante :
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Figure IV.3: Courbe montrant I’influence de la température sur la viscosité de la gélatine a
2% (w/v)

La figure montre le résultat de la viscosité de la gélatine en fonction de température. En effet,
nous remarquons, que la viscosité de notre fluide diminue fortement lorsque la température
augmente. Ce phénomeéne s’explique par la mobilité des molécules dans le mélange, et
"augmentation de I’énergie thermique s’accompagne d’une augmentation de [’énergie
cinétique des molécules, qui a pour effet que les forces cohésives ne suffisent plus pour tenir
les molécules, qui sont donc plus libres. Ainsi le fluide peut s’écouler plus facilement [44]

IV.1.3. Résultat de la Caractérisation de I'excipient [I’alginate de sodium]
Résultats de la caractérisation physicochimique de I’alginate de sodium

Tableau I'V.3 : Résultats des analyses physicochimique effectuées sur ’alginate de sodium

Teste Résultats

1. solubilité - trés soluble dans I’eau chaude
- légerement soluble dans I’eau froide

2. pH pH=6

3. viscosité 84 mpas a18°C
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IV.2.Résultats du contrile physicochimique des microcapsules
IV.2.1.Aspect

L’aspect des microcapsules séches et dans la solution de préparation est montré dans la figure
ci-dessous :

Les microcapsules obtenues apres lavage et séchage a I’air libre sont des petites particules trés
fines solides de différentes formes et de couleur marron.

(b) |

Figure IV.4: Microcapsules obtenues (a) seches et (b) humide dans la solution de préparation.
IV.2.2.Influence de la température sur les capsules

Lorsque la température augmente la taille des microcapsules diminuent. Elles deviennent trés
petites et solides avec une couleur marron foncée ce qui exprime que I’humidité a été éliminée

de ces particules.

IV.2.2.3. Les Résultats de 1a Spectroscopie UV-VIS

Résultat et interprétation

0,200 - -1

Abs.

0,000

200.00 200,00 400,00 £00.00 200,020
nm.

Figure IV.5: Spectre UV-visible de I’OTC dans 1’eau distillé.
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Le spectre obtenu présente deux pics: le premier pic 4 une longueur d’onde de 303 nm avec
une absorbance a 0,1881, le deuxiéme pic a une longueur d’onde de 354 nm avec une
absorbance de 0,2173. L allure du spectre est identique pour les trois échantillons.

Courbe d’étalonnage

La courbe d’étalonnage a été réalisée a 1’aide de cinq étalons standards dont les
absorbances sont mesurées a la longueur d’onde maximale Amax=354 nm. Les résultats
sont présentés sur Figure I'V.6

i !
courbe d'etalonnage

y=1249,x + 0,001
R?=0,998

absorbance

1

0 0,0002  0,0004  0,0006  0,0008 0,001

concentration( mol/L)

Figure IV.6: Courbe d’étalonnage de 1’oxytétracycline dans I’eau distillée.
IV.2.2.4. Le Résultat de Taux d’encapsulation

L’ absorbance mesurée apres la filtration des microcapsules (abs=0.224) et la concentration
d’aprés la courbe d’étalonnage C(t)=0.00018 moll ' et la concentration initiale de notre
solution C=0.00087 mol 1

Soit :

A. La concentration dans ’OTC dans les microcapsules
Ce=Ci-Cs

Ce=0.00087-0.00018 =0.00069

La concentration de I’OTC dans les microcapsules =0.00069 mol 1 !

B. Quantité du principe actif encapsulé

Quantité du principe actif encapsulé m=C.V.M
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Masse initiale= 20mg

m=0.00069(50ml)(460.44g/mol)=15,88mg

Donc
__ 1588
EFE% = e X 100
EE%=79.4

Résultats et discussions

Donc les microcapsules contiennent 15.88mg de I’oxytétracycline encapsulé.

IV.2.2.5. Les Résultats de I’Analyse IR-TF

L’analyse IR-TF est utilisée afin de confirmer la présence de I’oxytétracycline dans les

microcapsules.

Analyse IR-TF de la gélatine
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Figure IV.7:spectre infrarouge de la gélatine

v Interprétation

Le spectre FTIR a montré La gélatine a une charge positive a pH acide en raison de la
présence de groupes amino, la présence du groupe fonctionnel caractéristique a 3440 cm-1

pour le groupe amino et 2921 cm-1 est un

groupe C-H d'alcenes, 2846 cm-1 un groupe C-H
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des alcanes. A 1636 cm-1 (élongation de 1'amide-I, CO et CN) et 1527 cm-1 c’est le deuxiéme
amide, les autres pics observés étaient a 1126cm-1 et 1085¢cm-1, ils sont dus a I'étirement C-O
de I'acide carboxylique et I’élongation C-N des amines, respectivement.

Analyse IR-TF de ’alginate de sodium
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Figure IV.8:Spectre infrarouge de I’alginate de sodium
v' Interprétation

Le Spectre FTIR de l'alginate sur la Figure IV.8 montre des pics suivants a 3447 cm-1 qui
sont attribués a la fonction hydroxyle -OH en élongation et a 2925 cm-1. L’ absorption des
groupes carboxyliques s’affiche 4 1620 cm-1et 1415 cm-1. L’attribution aux pics d’élongation
asymétrique et symétrique des groupements carboxylate quant a elle est quant a elle suggérée
41094 cm-1 et 2 1027 cm-1, Groupe C -O étirement de I'éther.

Analyse IR-TF de I’oxytétracycline
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Figure IV.9: Spectre infrarouge de I’oxytétracycline.
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v Interprétation

Le spectre FT-IR de I'échantillon de I’oxytétracycline a montré les pics d'absorption pour N-H
et O-H s'étendant a 3550-3090 cm-1 et le C-H aromatique s'étendant a 3000 cm-1. Les pics de
vibration 4 2916-2674 cm-1 et 1667-1584 cm-1 sont attribués a I'élongation de CH3 et C = C,
respectivement. Une flexion aromatique en C-H est apparue a 1452 cm-1 et CH3 flexions sont
apparues a 1357 em-1. Le C-N aromatique a 1247-1000 cm-1. Le pic de vibration a 965 cm-1
provient normalement des vibrations d'élongation de la liaison C-N et les pics de déformation
de la liaison C-C dans le plan ont été identifiés a 567-501 cm-1.

Analyse IR-TF de ’oxytétracycline et des microcapsules contenant I’oxytétracycline en
superposition (comparaison)

e=m» microcapsule chargée d'otc

ame L'OTC

Figure IV.10: Spectres IR-TF du I’oxytétracycline et des microcapsules contenant
I’oxytétracycline en superposition

v' Interprétation

Les bandes d'absorption caractéristiques de 1’oxytétracycline sont apparues dans les
microparticules formées du systeme alginate/gélatine chargées de I’OTC, ce qui indique
probablement que la molécule de la tétracycline était piégée dans le réseau polymérique. Ces
résultats indiquent aussi que les groupes carboxyliques de I’alginate s'associent aux groupes
amine de la gélatine par des interactions électrostatiques pour former le complexe
polyélectrolyte.
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1V.2.2.6. Les Résultats de la Microscopie électronique a balayage (MEB)

HY det [mag O WD spo achode | HFW —-—--10 um-—-—-—»
20.00kVILFD|8000x 100 mm 30 |Lowvacuum|37.3 pm. FUNDAPL

Figure IV.11 : Micrographies par MEB des microcapsules contenant de ’OTC

L’observation des microcapsules par le MEB montre les microcapsules qui ont une forme
sphériques, La taille de ses particules est variable de 3pm a 5Spm.

mag O | WD épot vacMode | r =7 pm —
20.00 kV/| LED {50 000'x | 9.6 mm ' 3.0 . Low vacuum | | FUNDAPL

Figure I'V.12 : Micrographies par MEB de I’oxytétracycline
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L’observation de I’oxytétracycline montre que la poudre est constituée de microcristaux se
présentant sous forme géométriques différentes, la taille de ses particules est variable de
10 nm a 200 nm

Remarque

D’apres les résultats du MEB, on remarque que les capsules ont une taille trés petites de
I’ordre de 3um avec une forme sphérique définie et 1’oxytétracycline est une poudre
cristalline ce qui confirme que la formation des microcapsules par coacervation complexe est
réussie.

IV.2.2.7.Les Résultats des de I’analyse DRX

1. Analyse DRX de I’alginate de sodium

Le spectre DRX de 1’alginate de sodium est représenté sur la figure suivante :

Commander Sample ID (Coupled TwoTheta/Theta)

B P e e P e B e e e T R e L vyt
2 el @O =0 @

ZTheta (Coupled TwoTheta/Theta) W=1.54060

Figure 1V.13 : Diffractogramme RX de I’alginate de sodium

On remarque d’apres le diffractogramme RX que I’alginate de sodium ne présente aucun pic
distinct ce qui veut dire que notre polymére est sous une forme amorphe.
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2. Analyse DRX de la gélatine

Le spectre DRX de la gélatine est représenté sur la figure suivante :

Commander Sample ID (Coupled TwoTheta/Theta)

2Theta (Coupled TwoTheta/ Theta) WL=1.54060

Figure IV.14 : Diffractogramme RX de la gélatine

D’aprés le diffractogramme RX on remarque que la gélatine ne présente aucun pic
distinct ce qui veut dire que notre polyméres a une forme amorphe.
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3. Analyse DRX de ’oxytétracycline

Le spectre DRX de I’oxytétracycline (principe actif) est représenté sur la figure suivante

Commander Sample ID (Coupled TwoTheta/Theta)

2000

19,66

d

d

Coups
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T T T T T
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ZTheta (Coupled TwoTheta/Theta) WL=1.54060

Figure I'V.15 : Diffractogramme RX de I’oxytétracycline

D’apres le diffractogramme RX, on observe que 1’oxytetracycline présente un pic cristallin
intense, apparu aux angles 26=19,66 °, on remarque aussi la présence de 5 autres pics moins
intenses situés a 20 = 16,6°, 21,441°, et 26,956°, 17,9°,32.151° cela confirme que notre
principe actif est cristallin et non amorphe.

4. Analyse DRX de la microcapsule vide :

Le spectre DRX de la capsule vide de gélatine/alginate de sodium est représenté sur la figure
suivante :
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Commander Sample |D (Coupled TwoTheta/Theta)

RN
At

ZTheta (Coupled TwoThels Theta) VWEL=1 54080

Figure IV.16 : Diffractogramme RX de la microcapsule vide

D’apres le diffractogramme RX on remarque que la capsule vide ne présente aucun pic
distinct ce qui veut dire que notre produit est sous une forme amorphe, car les polymeéres
utilisé pour la formation de cette capsules sont a 1’état amorphe et non cristallin.

5. Analyse DRX de la microcapsule contenant I’oxytétracycline :

L’analyse DRX a été aussi effectuée sur les microcapsules contenant le principe actif
(Uoxytétracycline), pour vérifier 1’état de cristallinité de la capsule et 1’oxytétracycline. Le
diffractogramme des microcapsules est représenté sur la figure suivante :
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Commander Sample ID (Coupled TwoTheta/Theta)
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Figure IV.17 : Diffractogramme RX des microcapsules chargées d’OTC

Drapres le diffractogramme RX présenté, on remarque que les microcapsules présentent des
pics de tétracycline mais l'intensité étant réduite, cela est dus a la diminution de la cristallinité
qui a été masqueée par le complexe de deux polymeres amorphes alginate /gélatine, ce qui
indique que la préparation des microcapsules par la méthode de la coacervation complexe
confirme la présence I’incorporation du principe actif cristallin dans la capsule amorphe.
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IV.2.2.8.Les Résultats de La libération de I’oxytétracycline

Les résultats libération de I’oxytétracycline dans les deux milieux physiologiques sont
représentés dans la figure ci-dessous
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Figure IV 18: Cinétique de libération in vitro de I’oxytetracycline contenu dans les
microcapsules.

Discussion

Dans le milieu gastrique de pH=1.2, on remarque que libération atteint 60% pendant les
premieres 40 min, apres, elle se stabilise ce qui signifie que la libération augmente lentement
jusqu'a la stabilisation. Part contre, dans le milieu intestinale au pH=6.8 1’absorbance atteint
90% pour la méme période (40 min) ceci exprime que la libération est rapide et semble
nettement plus intéressante que dans le cas précédent.

Remarques et Hypothéses

1. Les microcapsules ne liberent pas tout leur contenu dans le milieu gastrique peut étre que le
reste de I’OTC reste encapsulé (le pourcentage de libération est inferieure a celle du milieu
intestinal). Ce résultat peut étre expliqué par la taille des pores qui était probablement trés
petites dans ce milieu gastrique pH=1.2 et ne permettent pas la diffusion de la totalité¢ de
I’oxytétracycline. Bien évidemment, des analyses plus fournies pourraient confirmer ou
infirmer cette supposition.

2. la libération est lente dans le milieu gastrique pour la protection de principe actif et pour
une libération prolongée jusqu’a I’arrivée dans le milieu intestinal (transport de I’OTC vers
|’autre milieu)

56



Chapitre IV Résultats et discussions

3. la libération dans le milieu a pH=6.8 est rapide et meilleure que celle dans le milieu au
pH=1.2. 1l se peut que dans ce cas la porosité augmente dans ce milieu intestinal, ce qui aide a
la libération totale d’OTC

Donc les microcapsules protégent le principe actif dans le milieu gastrique acide et le protégé
Jjusqu'a le milieu intestinal ou ils vont libérer toutes leur contenu. On peut considérer ce
systtme comme moyen de transport et de protection de principe actif contre les différents
parameétres extérieurs.
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Conclusion générale

L’objectif essentiel de notre travail consistait a la préparation des microcapsules de gélatine et
alginate de sodium contenant un antibiotique (1’oxytetracycline) par la méthode de la
coacervation complexe.

Dans un premier temps, les microsphéres obtenues ont été caractérisées par différentes
techniques : UV-Visible MEB, IR-TF, DRX.

L’analyse par microscopie électronique a balayage a montré des microcapsules de
forme sphérique et de tailles variables. Le diamétre moyen des microcapsules a été trouvé
généralement compris entre 3 pm et 9 pm, taille conforme a la norme des microspheres.
Les résultats de I'TR-TF révelent la présence d’oxytétracycline dans un état intact dans les
microcapsules révélé par ’apparition des bandes caractéristique de I’OTC pur. Ce constat a
été aussi prouvé par les résultats DRX confirmant I’incorporation de ’OTC dans les
microcapsules.

Dans un deuxiéme temps, les résultats obtenus sur le taux d’encapsulation montrent un
pourcentage appréciable de I’ordre de 79% ce qui conduit a une encapsulation trés bonne. En
effet, les résultats obtenus dans cette étude montrent bien que la coacervation complexe est
une méthode d’encapsulation potentiellement tres intéressante car elle contribue, d’une part, a
la protection de I’agent actif (ici 1’antibiotique) tout en ne présentant aucun risque de toxicité
ou autre car elle fait appel ici a des biopolymeéres naturels.

Enfin, I’étude de la libération in vitro de I’oxytétracycline a partir des microcapsules de
gel/alg, indique que la libération d’OTC est essentiellement contrélée par le pH du milieu.
Par ailleurs le taux de libération de 1’ oxytétracycline est plus élevé dans le milieu intestinal
(pH=6,8) comparé au milieu gastrique (pH=1,2) due a la diminution de la porosité dans le
milieu acide.

Par ailleurs, nous suggérons par cette occasion que les systémes étudiés ici soient analysés

d’une maniére plus approfondie, par exemple, dans des études de stabilité et d’activité in-vitro
dans un premier temps, ensuite sur des animaux.
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