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INTRODUCTION GENERALE

Un médicament est toute substance ou composition présentée comme possédant des
propriétés curatives ou préventives a 1’égard des maladies humaines ou animales, ainsi que
toute substance ou composition pouvant étre utilisée chez I’homme ou chez I’animal , en vue
d’établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions

physiologiques en exer¢ant une action pharmacologique, immunologique ou métabolique [1].

A cOté de ses propriétés thérapeutiques un médicament peut présenter de nombreux
problémes liés a plusieurs facteurs telles que ; la stabilité, ’efficacité et 1’administration des
molécules actives. Afin de résoudre ces derniers, de nombreux travaux de recherche on été
orientés vers des techniques permettant de protéger les actifs contre toute dégradation rapide
vis a vis des agents extérieurs, contréler leur profil de libération, augmenter leur absorption ou

bien protéger 1’organisme Contre leurs effets secondaires tels que I’irritation gastro-intestinale

[2].

L’encapsulation présente un intérét particulier pour ces différentes problématiques, ce
qui fait qu’actuellement de plus en plus d’industries pharmaceutiques visent a encapsuler
selon un procédé déterminé, un nombre important de principes actifs dans une autre matiere
inactive (matrice) pour une amélioration des propriétés de conservation, de présentation et de
biodisponibilité [3].

Les polymeres sont I’une des matiéres inactives les plus utilisés pour I’encapsulation,
citons les polymeéres biodégradables, biorésorbables et biocompatibles avec 1’organisme
vivant, comme avec les polyesters qui sont bien tolérés et ne présentent aucune toxicité vis-a-
vis de lI'organisme. Ils sont trés utilisés dans le domaine médical. Et grace a leurs propriétés de
biocompatibilité et biodégradabilité, ils sont utilisés dans la libération contr6lée des principes
actifs [4, 5].

C'est dans ce cadre que s'inscrit notre travail, ou nous avons tenté d’entamer un travail de
recherche portant sur une étude de la micro-encapsulation d’une association de deux
antihypertenseurs (Valsartan et Candesartan ciléxetil) par la technique d’émulsification et
évaporation de solvant a I’aide d’un polymeére biodégradable (PLA). Pour cela, la cinétique de
libération des microsphéres du PLA, contenant du Valsartan et du Candesartan ciléxetil, testée
in vitro a eté étudiée dans deux milieux physiologiques (pH=6,8 et pH =1,2).
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A cette fin nous proposerons de suivre le plan d'étude suivant :

» Une partie bibliographique divisée en quatre chapitres :

e Le premier chapitre, donne un apercu sur les antihypertenseurs et les principes actifs
«Candesartan ciléxetil et Valsartan » ;

e Le deuxiéme chapitre expose une recherche bibliographique sur les polymeéres
biodégradables ;

e Le troisieme chapitre comporte une synthése bibliographique sur la micro
encapsulation, plus particulierement les méthodes d’encapsulation et les facteurs
influencgant le taux d’encapsulation des principes actifs encapsulés ;

e Le dernier chapitre, donne un apercu sur les techniques de caractérisation

physicochimique et biopharmaceutique des microparticules.

> Une deuxiéme partie constituée de deux chapitres expérimentaux :

e Le matériel utilisé ainsi que les méthodes appliquées (chapitre V) ;

e La présentation et la discussion des résultats obtenus (chapitre VI).

Enfin, une conclusion générale qui résume les résultats essentiels obtenus lors de notre travail

expérimental.



CHAPITRE I : LES ANTIHYPERTENSEURS

1.1. Introduction

Le cceur est un muscle creux (poids 270 g chez 1'adulte), a contraction rythmique dont la fonction
est d'assurer la progression du sang a l'intérieur des vaisseaux. Le cceur est situé dans le thorax
entre les deux poumons, il repose sur le diaphragme dans le médiastin antérieur, derriére le
sternum et en avant de la colonne vertébrale. Le cceur est de forme pyramidale triangulaire avec

un grand axe oblique en avant, a gauche et en bas, une base en arriére et a droite [6].

Les maladies du cceur ou les maladies cardiovasculaires représentent la principale cause de
mortalité chez les adultes dans I’ensemble des pays membres de 1’Organisation Mondiale de la

Santé et dont les plus fréquentes sont [7, 8] :

» L’Insuffisance cardiaque qui est définie par l'impossibilité pour le coeur d'assurer un
débit sanguin suffisant pour satisfaire les besoins de I'organisme, malgré des pressions de
remplissage élevees ;

» L'hypertension artérielle (HTA) correspond a une élévation de la pression artérielle

dans les artéres.

On parle d'hypertension artérielle chez I'adulte lorsque la pression artérielle systolique est
supérieure ou égale a 140 mm Hg et la pression artérielle diastolique supérieure ou égale a 90
mm Hg [9].

L’hypertension artérielle (HTA) représente un probleme de santé publique majeur. D’un point de
vue épidémiologique, on estime un taux de 46,2% le nombre d'hypertendus actuellement en
Algérie. Cette maladie ne peut pas étre guérie, mais peut étre contrblée grace a des

antihypertenseurs qui font en sorte de rétablir une tension artérielle normale [10].

Cette partie expose une recherche bibliographique sur les antihypertenseurs qui regroupe un trés

grand nombre de substances aux modes d'action variés.
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1.2. Les antihypertenseurs

1.2.1. Définition

Les antihypertenseurs sont des médicaments qui font baisser la tension artérielle sans atteindre la
cause de la maladie et qui doivent étre administrés a long terme a doses suffisantes pour rapporter

les chiffres de la tension a la normale [9].

1.2.2. Les familles des antihypertenseurs

Le traitement de I’hypertension artérielle fait appel a plusieurs familles de médicaments et dont
quelques classes d’antihypertenseurs ont montré leur efficacité dans la prévention contre les

accidents cardiovasculaires, on distingue [9] :

a. Lesdiurétiques

Les diurétiques ou les thiazidiques sont considérés comme les plus anciens médicaments contre
I’hypertension sont des médicaments natriurétiques, c'est-a-dire qui accélérent I'élimination
rénale du sodium (généralement en inhibant la réabsorption de cet ion) et entrainent a sa suite
celle de l'eau par un mécanisme osmotique. Considérés comme le traitement idéal pour les
personnes sans diabéte et sans atteinte cardiovasculaire, il existe différents types de diurétiques,

la différenciation repose sur leurs sites d'action respectifs. Ainsi on distingue [9]:

Les diurétiques de I'anse ;
Les diurétiques thiazidiques ;

Les diurétiques épargneurs de potassium ;

b. Les béta-bloquants.
Ces médicaments s'opposent a la stimulation du systéeme sympathique en bloquant les récepteurs

béta-adrénergiques [9].
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Au niveau cardiaque, le blocage des récepteurs B entraine une baisse de la fréquence cardiaque,
donc de la pression artérielle. Au niveau rénal, le blocage des récepteurs B de I'appareil juxta-
glomérulaire entraine une diminution de la sécrétion de rénine; il s'ensuit une baisse du taux
d'angiotensine 1l et d'aldostérone, ce qui améne une baisse de la pression artérielle. Généralement
prescrits aux personnes hypertendues ayant déja subi un infarctus du myocarde, souffrant

d’angine de poitrine ou dont la fréquence cardiaque de repos est rapide [9].

C. Les inhibiteurs de I’enzyme de conversion (IEC)

Les inhibiteurs de 1’enzyme de conversion bloquent la production d’une hormone produite par les
reins désignes par le terme d’angiotensine, qui favorise la contraction des vaisseaux. Prescrits

pour des personnes hypertendues atteintes également des troubles cardiaques [9].

d. Antagonistes des récepteurs de I’angiotensine II

Les antagonistes des récepteurs de 1’angiotensine Il sont une nouvelle classe de substances qui
inhibent le systeme rénine-angiotensine mais par un mécanisme différent de celui dés I'inhibiteur
de I’enzyme de conversion d’angiotensine. Ils agissent par antagonisme au niveau des récepteurs
de I’angiotensine II. Ils inhibent donc I’effet vasoconstricteur de I’angiotensine II exogene et

préviennent la sécrétion d’aldostérone induit par ce peptide [9].

e. Les inhibiteurs calciques
Les inhibiteurs calciques bloguent les canaux calciques lents et empéchent donc l'entrée de
calcium dans les cellules. Ce blocage s'exerce aux deux niveaux vasculaires et myocardique.

On distingue deux types d'inhibiteurs calciques [9] :

- Lediltiazem et le verapamil ;

- Les dihydropyridines.
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1.2.3. Les Associations d'antihypertenseurs :

Dans certains cas, la prise d’un seul antihypertenseur ne permet pas de contrdler efficacement la
tension artérielle alors [l'utilisation d'une combinaison d'antihypertenseurs est souvent une
nécessité pour permettre d'atteindre I'objectif tensionnel chez une majorité d'hypertendus. Quatre

associations sont recommandées par 'ANAES [11] :

e b-bloguants + diurétiques ;
e Db-bloquants + antagonistes calciques ;
e |EC + diurétiques ;

e |EC + antagonistes calciques.
1.2.4. Valsartan
1.2.4.1. Définition
Le Valsartan est un dérivé du tétrazole non peptidique actif par voie orale et qui inhibe
sélectivement les récepteurs de l'angiotensine Il de type 1 provoquant une réduction de la

pression artérielle. Utilisé dans le traitement de I'hypertension ; ils sont lipophiles et possede un

début d'action modéré que les autres médicaments de son genre (Figure 1.1) [12].

Figure 1.1 : Formule chimique du Valsartan
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1.2.4.2. Pharmacocinétique du Valsartan

% Absorption

Les pics de concentration plasmatique du Valsartan seul aprés administration orale sont atteints
apres 2 a 4 heures. La biodisponibilité absolue moyenne est de 23 %. Les concentrations
mesurées par l'aire sous la courbe et les pics Plasmatiques (Cmax) du Valsartan dans le sang
diminuent respectivement d'environ 40 % et 50 % si le médicament est administré au cours d'un
repas, mais les taux plasmatiques sont similaires 8 heures aprés la prise, qu’il soit pris avant ou
apres un repas. Toutefois, cette réduction de l'aire sous la courbe n'est pas associée a une
diminution cliniquement significative de I'effet thérapeutique, ce qui fait que Valsartan peut étre
pris pendant ou en dehors des repas [13].

®,

«+ Distribution

Aprés administration intraveineuse du Valsartan, le volume de distribution a I'état d'équilibre est
de 17 litres environ, ce qui explique qu’il n'y a pas de distribution importante de ce dernier dans
les tissus. La liaison du Valsartan aux protéines sériques est forte (94 a 97 %); il se lie
principalement a I'alboumine [13].

0,

« Meétabolisme

Il y’a seulement 20 % de la dose administré de Valsartan retrouvés sous forme de métabolites. Il
n’est donc pas largement bio transformé. De faibles concentrations plasmatiques d'un métabolite
hydroxy ont été retrouvées (moins de 10 % de I'aire sous la courbe du Valsartan). Ce métabolite

est inactif sur le plan pharmacologique [13].
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% Elimination

Le Valsartan se caractérise par une décroissance cinétique multi exponentielle (t%2a < 1 h et t%0
d'environ 9 heures). L'élimination du Valsartan se fait principalement par voie biliaire dans les
feces (environ 83 % de la dose) mais aussi par voie rénale dans les urines (environl3 % de la
dose), essentiellement sous forme inchangée, la clairance plasmatique du Valsartan. Apres
administration intraveineuses est d'environ 2 I/h et sa clairance rénale de 0,62 I/h (environ30 %

de la clairance totale).et sa demi-vie du Valsartan est de 6 heures [13].

1.2.4.3. Pharmacodynamique du Valsartan

Le Valsartan, en administration orale, est un antagoniste puissant et spécifique du récepteur de
I'angiotensine I1. 1l inhibe de maniére sélective le récepteur AT1, responsable des effets connus
de lI'angiotensine 1l. L'augmentation des concentrations plasmatiques d'angiotensine 11 secondaire
au blocage du récepteur AT1 pourrait stimuler le récepteur AT2non blogué, ce qui semble
compenser l'effet du récepteur AT1. Aucune activité agoniste partielle sur le récepteur AT1 n'a
été mise en évidence pour le Valsartan dont I'affinité pour le récepteur AT1 est beaucoup plus
forte (environ 20 000 fois) que pour le récepteur AT2. Le Valsartan ne se lie a aucun autre
récepteur hormonal et ne bloque aucun canal ionique dont I’importance pour la régulation

cardiovasculaire soit connue [13].

1.2.5. Candesartan cilexétil

1.2.5. Définition

Le Candesartan Cilexétil (CC) est une prodrogue adaptée a la prise orale c’est un antagoniste

synthétique des récepteurs de I’angiotensine II. Utiliser dans la prise en charge de [14] :

e Hypertensions artérielles;

« Insuffisances cardiaques.
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Le Candésartan cilexétil, un non peptide, est chimiquement décrit comme suit (Figure 1.2) [14] :

Figure 1.2: Formule chimique de Candésartan cilexétil

1.2.5.2. Pharmacocinétique du Candesartan

% Absorption

Apreés I’administration orale du Candésartan cilexétil sous forme de comprimé, la biodisponibilité
absolue du Candésartan est évaluée a environ 15 %. La concentration sériqgue maximale (Cmax)
est atteinte 3 a 4 h apres ’ingestion du comprimé. La présence d’aliments dans le tube digestif
n’influence pas la biodisponibilité du Candésartan aprés 1’administration du Candésartan cilexétil
[15].

« Distribution

Le volume de distribution du Candésartan est de 0,13 L/kg. Il se lie fortement aux protéines

plasmatiques (> 99 %) et ne pénétre pas les globules rouges [15].
%+ Meétabolisme
Le candesartan cilexétil est rapidement et entierement bioactive en Candesartan par hydrolyse

d’un groupement ester pendant son absorption dans le tube digestif. Il subit un léger métabolisme

dans le foie (O-dééthylation) qui le transforme en métabolite inactif [15].
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« Elimination

La clairance plasmatique totale du Candésartan est de 0,37 mL/min/kg, avec une clairance rénale
de 0,19 mL/min/kg. Le Candésartan est principalement excrété intact dans 1’urine et les feces
(dans la bile). Lorsque le Candésartan cilexétil est administré par voie orale, environ 26 % de la
dose est excrétée sous forme de Candésartan dans 1’urine. La demi-vie d’élimination du
Candésartan est d’environ 9 heures. Les ses parametres pharmacocinétiques du Candésartan
administré par voie orale a des doses < 32 mg sont linéaires, que ce soit aprés une administration
unique ou aprés des prises répétées. Il n’y a aucune accumulation sérique du Candésartan et de

son métabolite inactif aprés des administrations uniquotidiennes répétées [15].

1.2.5.3. Pharmacodynamique de candesartan

Le Candesartan bloque sélectivement la liaison de 1’angiotensine Il a I’AT1 dans de nombreux
tissus, y compris les muscles lisses vasculaires et les glandes surrénales. Cela inhibe les effets

vasoconstrictifs et aldostéroniques de [’angiotensine II a médiation ATI et entralne une

diminution globale de la pression artérielle [15].
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I1.1. Introduction

L'idée de fabriquer des biomatériaux plastiques a partir de ressources végétales date des
annees 1930 mais leur développement a été torpillé en raison des polymeres d'origine fossile
(issue de la pétrochimie), moins onéreux, qui se sont développés. Les années 1950 ont vu un
fort développement de ces matiéres plastiques de synthése mais leur effet sur I’environnement
pose un sérieux probléme, sachant que leur durée de vie est supérieure a 400 ans. Par ailleurs,
la baisse des réserves en énergie fossile, le renchérissement consecutif de la baisse des
réserves en pétrole, les difficultés a recycler nos déchets et la nécessité de valoriser les sous-
produits agricoles donnent un intérét fort au marché des polymeéres biodégradables [16].

11.2. Les polymeéres biodégradables

Les polymeres biodégradables sont généralement issus de ressources renouvelables et sont
définis comme des matériaux capables de subir une décomposition par des organismes
biologique (bactéries, champignons, etc.), dans un environnement favorable tel qu’humidité,

pH, température....ctc. [17].

La production de biomatériaux continue de croitre et elle augmente d’environ 60 pour cent
par an [18]. Il existe plusieurs types de polymeres biodégradables et dits (biodégradablesqui
peuvent étre tenté de classer, selon leurs origines (ressources fossiles ou renouvelables), leurs

nature chimique ou leur processus de biodégradation [18].

Parmi les polymeres biodégradables, la famille des polyesters est devenue majeure et
représentative de la révolution écologique qui s'est opérée dans le domaine de la chimie
matériaux [19]. Les polyesters sont fortement développés dans les applications biomeédicales
surtout comme matériaux biocompatibles mais ils sont également utilisés comme
thermoplastiques dans de nombreuses applications pratiques [20,21]. Les polyesters
biodégradables qui sont principalement développés commercialement sont les polyesters
aromatiques tels que le poly (butyléne adipate-co-téréphtalate) (PBAT) et aliphatiques tels
que poly (hydroxyalcanoate) (PHA), poly (hydroxybutyrate-cohydroxyvalérate) (PHBV),
poly (acide lactique) (PLA) et poly (caprolactone) (PCL) [22, 23, 24,25].

11
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11.3. Classification des polymeéres biodégradables

De nombreux polymeres biodégradables peuvent étre classés en quatre catégories (Figure
11.1) [26] :

\

Les polymeres issus d’agro-ressources extraites directement de la biomasse comme les
polysaccharides (amidon, cellulose...) ou les protéines (caséine, zéine).

Les polymeres synthétisés a partir de monomere issu de la biomasse a 1’aide de
réaction chimique classique tels que : le poly acide lactique (PLA).

Les polymeres issus de micro-organismes naturels ou génétiquement modifiés tel que
ceux appartenant a la famille des polyhydroxyalcanoates PHA et le
polyhydroxybutyrate (PHB).

Les polymeres issus de ressources non renouvelables tels que le poly €- caprolactane
(PCL).

[ Polymére blodégradable I

b

-~ l " s l - e I o l -
Lisu-Agro ressoeurces I des I3503 de biotechnologie [13mt de symtheése
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Figure 11 .1 : Classification des polyméres biodégradables [24, 25, 26].
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11.4. Les applications des polymeéres biodégradables

Trois grands créneaux d’applications sont identifiés par rapport aux propriétés des

biopolymeres : la médecine, I’agriculture et les emballages [26].

En médecine et pharmacie

Plusieurs types de biopolymeéres sont actuellement employés dans le domaine médical. Dans
ce domaine, les polyesters de synthese tels que les polylactides (PLA) et les polyglycolides
(PGA) ainsi que leurs co-polymeres polylactides-co-glycolides (PLGA) sont connus et utilisés
pour les fils de suture et les implants médicaux. Ces biopolymeres sont bien tolérés et ne
présentent aucune toxicité pour I’organisme [27]. D’autres biopolyméres comme les
polyhydroxyalcanoates (PHA), la cellulose ou les polyacides aminés conviennent également

pour les applications médicales [25, 26, 28].

En agriculture

En agriculture, la propriété de biodégradabilité des biopolymeres est essentielle dans les
applications [29]. Dans ce domaine, les films de paillage a base de biopolyméres s’imposent
progressivement en remplacement aux paillis en polymeéres conventionnels. Leur fonction
principale est de réduire 1’évaporation de I’eau et d’accroitre la température du sol pour
favoriser la croissance des jeunes plantes au printemps. Des travaux d’enlévement, de
nettoyage et de traitement des déchets plastiques sont dés lors indispensables par la suite.
Ainsi les paillis en polymeres biodégradables évitent le ramassage et le traitement des déchets
puisqu’ils se dégradent in situ. Des gains économiques et environnementaux évidents sont
obtenus. Par ailleurs, leur biodégradation rapide évite 1’incinération habituelle des films de
paillage conventionnels, productrice d’éléments toxiques dans 1’environnement et le colt de
main-d’ceuvre. Une autre application intéressante repose sur la production des bandes
d’ensemencement. Il s’agit de bandes qui contiennent les semences réparties régulierement
ainsi que des nutriments. Elles se biodégradent dans le sol au fur et a mesure que les semences
germent et s’enracinent. En agriculture marine, les biopolymeéres sont employés pour
confectionner les cordes et les filets de péche. Ils sont également utilisés comme supports

pour les cultures marines [30].

13
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En emballage

Dans le domaine de la vie courante, le secteur de ’emballage est un autre créneau important
pour le marché des polyméres biodégradables. Ces derniers apportent une solution aux
problémes de déchets mais nécessitent toutefois la mise en place d’une filiere de gestion de
déchets adéquate a ce type de produits. Ainsi I’organisation d’une filiére de compostage est
indispensable pour assurer une valorisation optimale de ces emballages biodégradables .Outre
leur biodégradabilité, les biopolyméres présentent d’autres propriétés intéressantes pour les
applications dans le domaine de I’emballage. A part leur fonction premicre de protection des
produits, les biopolymeéres offrent aux emballages d’autres fonctions grace a leurs propriétés

intrinseques [31].

I1.5. Poly acide lactique (PLA)

11.5.1. Historique

Le PLA est synthétisé par la polymérisation de 1’acide lactique, qui a été découvert pour la
premiere fois en 1780 par le chimiste suédois Scheele en examinant le lait caillé puis
commercialisé pour la premiére fois en 1881. Le PLA a regu beaucoup d’attention grace a ses
ressources renouvelables, sa biocompatibilité, sa biodégradation et la transparence du
matériau final. Le PLA est alors largement répondu dans le domaine du biomédicale, de

I’emballage et du textile [32].

11.5.2. Définition

L’acide poly lactique (PLA) est un polymere synthétique, biodégradable, non toxique et
parfaitement caractérisé. Il a de fait trouvé de nombreuses applications dont les plus
importantes se situent dans le domaine de la médecine comme les fils de suture, les broches
orthopédiques ou la galénique. C’est un polyester aliphatique et linéaire, produit a partir
d'acide lactique (monomere de base). Ce monomere a deux isomeres optiques L et D. la

structure chimique des monomeres optiques L et D est donnée par la figure 11.2 [32, 33, 34].

14
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O

Acide L-lactide Aride D-lactide

Figure 11.2 : Structure chimique des monomeres optiques du poly acide lactique. [34]

11.5.3.Propriétés

Le PLA est un polyester aliphatique, de structure linéaire, biodégradable et thermoplastique. Il

possede aussi des propriétés particulieres de biocompatibilité. Cependant, comme tous les

polyesters, le PLA est sensible a la conjugaison de I’humidité et de la température. Afin de

garder les propriétés intrinséques du matériau, en particulier en termes de propriétés

mécaniques, il est recommandé comme pour le PET (polyéthylene téréphtalate) de sécher le

polymére avant utilisation. Le PLA présente les propriétés applicatives suivantes [34, 35] :

une rigidité importante ;

de tres bonnes propriétés optiques en termes de transparence et de brillance ;

de bonnes propriétés barriere aux graisses, aux huiles et aux ardbmes ;

un niveau de perméabilité a la vapeur d’eau intermédiaire qui permet d’avoir un
niveau de respirabilité qui peut étre utilisé dans ’emballage des légumes préts a
consommer ;

des propriétés de barriere aux gaz (02, CO2) qui lui permet d’étre intermédiaire aux
differents polymeéres de grande diffusion ;

une tension superficielle permettant une impression facile.
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11.5.4. Principales applications du PLA

Les principales applications du PLA sont comme suit :

a. Applications médicales et pharmaceutiques

Les PLA sont tres adaptés a une utilisation comme matériaux orthopédiques en raison deleurs
biodégradabilités, biocompatibilités et leurs propriétés thermiques. lls peuvent étre utilisés
pour fabriquer des prothéses de replacement osseux, des plats en ’acier, des broches, et
d’autres objets. L’une des performances les plus intéressantes est les capacités de contréler le
taux de dégradation pour moduler la diminution de la résistance du matériau de support
polymere lors la réparation des fractures. On peut ainsi éviter le besoin de pieces apres

réparation par rapport a l'utilisation du métal [35, 36].

b. Applications comme films/emballages

Actuellement, le PLA est utilisé dans de nombreux procédes : extrusion, formage, injection :
soufflage, filage et étirage. Il peut étre imprime et scelle a chaud. Il est nécessaire d’ajouter
des stabilisants, des inhibiteurs-UV, des plastifiants, des agents de renforcements ou d’autres
additifs pour obtenir un matériau plastique répondant a un cahier des charges donné. Des
applications ont été développées dans la production de nappes pour la fabrication de films de
paillage agricole ou pour la conversion en produits d’hygiéne comme les couches, les robes

ou blouses pour les hopitaux ou applications similaires [37].
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I11.1. Introduction

La microencapsulation repose sur une large gamme de procédés et trouve de nombreuses
applications dans des domaines aussi variés que l’industrie pharmaceutique, cosmétique,
agroalimentaire, textile ou phytosanitaire. L'objectif de I'industrie pharmaceutique est
I'amélioration des propriétés des médicaments, ce qui reflete I'importance de ces derniers pour
la santé publique. Il est a noter que le développement et la création de nouvelles préparations
médicamenteuses, dépendent de plusieurs parameétres y compris les propriétés du principe
actif, cette molécule doit - par conséquent- conserver ses propriétés thérapeutiques pendant la
cascade : depuis la mise du point jusqu' a la cible [38].

L'encapsulation est parmi les préparations pharmaceutiques en cours d'élaboration par les
grandes firmes médicamenteuses, qui consiste a encapsuler selon un procédé déterminé un
principe actif dans une autre matiere inactive afin d'améliorer les propriétés de conservation,

de présentation et de biodisponibilité [39].

Cette partie expose une recherche bibliographique sur la microencapsulation comme procédé
d’enrobage et les polymeres utilisés pour cet objectif et enfin les différents domaines

d’applications.

111 .2. Définition

La micro encapsulation regroupe l'ensemble des technologies permettant 1’enrobage ou le
piégeage de principes actifs sous forme solide, liquide, ou gazeuse au sein de particules
individualisées. La matrice enrobant représente une barriere permettant, la protection et la

libération contrdlée ou retardée de la matiere active [39, 40].

e Les matieres actives : sont d’origines trés variées : principes actifs pharmaceutiques,
actifs cosmétiques, additifs alimentaires, produits phytosanitaires, essences parfumées, micro-
organismes, cellules, ou encore catalyseurs de réaction chimique.

e Les matériaux enrobants : sont des polyméres d’origine naturelle ou synthétique, ou

des lipides.
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111 .3. Historique

C’est vers la fin des années 1800 que les premieres technologies de microencapsulation
mécaniques ont été développées [41], tandis que les premiers essais de la coacervation datent
de 1931, quand deux chimistes chercheurs dans les domaines des colloides Bungenberg de
Jong et Kaas découvrent la coacervation qui est un phénoméne physique permettant de
réaliser des systémes colloidaux [42] conduisant aux premiers essais d’encapsulation. Entre
1940 et 1942 le chercheur industriel B.Vert, du National Cash Register au Etats-Unis prépara
le premier papier permettant la duplication d’un texte ou une figure ou I’une des premicres
applications ¢été la création d’un papier autocopiant sans carbone a base de microcapsules

d’encre sensibles a la pression dans les années 1950 [43].

Le développement de cette technologie a 1’échelle du laboratoire a conduit a la production
industrielle et a sa commercialisation durant huit ans. Au cours du temps et vers la fin des
années cinquante la technologie de la microencapsulation fut développée dans 1’industrie
pharmaceutique (médicaments analgésiques a libération prolongée) ainsi que pour d’autres
applications techniques (les colles et les cristaux liquides). Depuis cette époque, la
technologie a été constamment améliorée, modifiée et adaptée de maniére a pouvoir étre
utilisée dans des buts et des emplois tres différents. Ces derniéres années, la microcapsulation
fait I’objet d’une recherche intensive et dynamique et une accumulation de connaissances
scientifiques caractérisées par une forte recherche fondamentale et de nombreuses
applications industrielles a 1’image du nombre croissant d’articles scientifique dans ce

domaine (Figure 111.1) [44].

Nombre de publications

1970-1980 1980-1990 1990-2000 2000-2007
Années

Figure 111.1 : Nombre de publications mentionnant la microencapsulation depuis 1970 [40]
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I11.4. Objectif de la micro encapsulation

L’objectif de la micro encapsulation consiste a immobiliser le principe actif, le protéger du

milieu extérieur, contrdler et cibler sa libération ou encore de le structurer (Figure 111.2) [45]

Immobilisation:

Cet objectif résulte souvent de 1’ambition de vouloir limiter le contact entre certaines parties
d’un systéme. Elle est souvent utilisée pour des Cellules, enzymes et Substance volatiles [45].
Leur confinement dans une membrane semi-perméable permet en effet 1’obtention d’une
activité optimum de part d’une isolation physique du milieu extérieur tout en maintenant un
environnement interne hospitalier conforme pour leur croissance et leur métabolisme. En
outre les motivations spécifiques de ce principe sont [45]:

v' Procédé continu ou accélération du procédé.

v Allongement de la durée de vie.

Protection :

Les composes actifs fragiles doivent étre protégé du milieu extérieur. Et I’encapsulation
permet donc leur protection vis-a-vis des contraintes appliquées. Elle est souvent utilisée pour
des Cellule, enzymes —Vitamines (vitamines E et C sont tres souvent encapsulées car elles
sont sensibles a la dégradation par contact avec la lumicre, la chaleur ou encore I’oxygene,)
huiles insaturées-Aliments, environnement. En outre les motivations spécifiques de ce
principe sont [46] :

v" Protection contre le lessivage, le cisaillement.

v’ Protection contre I’oxygéne, la lumiére, la chaleur.

v Elimination du gout, des acides, des enzymes.

Controler la libération :

Majoritairement le but de 1’encapsulation consiste a établir un profil de libération spécifique

[47]. Utilisé pour la matiére active ou un de ses sous-produit formés en présence d’un des
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matériaux encapsulant .En outre la libération du produit encapsulé peut étre obtenue par

différent fagon on distingue trois grands type de systéme [48] :

v

v

v

Systéme & libération provoquée : le contenue de la capsule est obtenu aprés la rupture

de la paroi soit sous 1’effet d’une contrainte mécanique ou thermique.

Le systéeme a libération contrdlée et prolongee : la libération du composé actif peut

étre contrblée soit par diffusion a travers la paroi ou 1’épaisseur et la porosité de la
membrane influence le temps de libération, soit par la dégradation enzymatique ou
chimique de la couche polymere qui devient poreuse et donc permet la diffusion a
travers la paroi.

Systeme piégés (microréacteur) : ils sont constitués par des microcapsules qui ne

releguent pas leurs contenus comme la micro capsule des enzymes ou des catalyseurs,
ce type de capsule se représente sous la forme d’un noyau d’absorbat enrobé par une
membrane polymére semi-perméable permettant les échanges avec les réactifs
intervenant dans la réaction et a I’intérieur duquel se trouve piégé ’enzyme ou le

catalyseur.

Fonctionnalisation ou Structuration :

L’encapsulation d’un composé liquide dans des microparticules solides permet 1’obtention

d’une modification de 1’état physique du composé actif [49]. Ce qui permet par exemple une

homogénéisation simplifiée du mélange de 1’actif initialement liquide au sein d’une poudre

utiliser pour des Enzymes et un des matériaux encapsulant. Les motivations spécifiques de ce

principe sont [50] :

v

Conversion d’un liquide ou d’un gaz en solide.

v' Masquage de goit, d’odeur ou de couleur.

v

Propriétés de surface et rhéologique des poudres ; absence de fines.

v’ Aspect visuel et concept marketing.
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Figure 11. 2 : Objectif de l’encapsulation

I11.5. Les types de structures des microparticules

Les microparticules sont les particules formées d’une membrane de polymeres qui
contiennent des principes actifs dont la taille varie entre 1 um et 1 mm. Ces particules

présentent deux types de morphologies soit une microcapsule soit une microsphére (Figure

11.3) [51].

Microcapsule : Systéeme réservoir

substance encapsulée
(cristal, solution, emulsion...)

membrane de polymére e

Microsphere : Systeme matriciel

e @&
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. g { & > |- )
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: - el =
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Figure 111.3 : Représentation schématique des différents types de microparticules [51]

111.5.1.Les systemes vésiculaires (Microcapsules):

Les microcapsules sont des systémes réservoirs composés d’une écorce polymérique piégeant
un coeur liquide, solide ou gazeux [52]. C’est-a-dire une particule réservoir constituée d'un

coeur de matiere active liquide (plus ou moins visqueux) ou solide, entouré d'une membrane

solide continue de matériau enrobant.
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111.5.2. Les systéemes matriciels (Microspheéres) :

Les microspheéres sont des systémes sphériques constitués d’une matrice (polymeére, cire) dans
laguelle est dispersé ou adsorbé un principe actif. C'est-a-dire une particule constituée d'un
réseau macromoléculaire ou lipidique continu formant une matrice dans laquelle se trouve
finement dispersée la matiere active, a I'état de molécules, de fines particules solides ou
encore de gouttelettes de solutions [52]. Le type de microparticules dépendra en partie de
’utilisation souhaitée d’ou la différence principale est basée sur la durée de libération de la

substance active, ce qui déterminera donc le choix entre la microcapsule et la microsphére.

111.6. Différents procédés d’encapsulation

Les procédés de micro encapsulation sont variés. Il est nécessaire de les catégoriser pour créer
une classification appropriée lorsque I'on doit résoudre un probleme de formulation dans ce

domaine, Il existe plusieurs classifications, toutes également valables :

— Les procédés peuvent, par exemple, étre classés selon I’'utilisation ou non de solvant
organique : les techniques d’évaporation et d’extraction de solvant sont a ranger dans la
premiere catégorie, tandis que la coacervation complexe ou certaines techniques utilisant les
fluides supercritiques font partie de la seconde ;
— On peut également prendre en compte la nature du milieu dispersant : il peut étre liquide
(polycondensation interfaciale, coacervation...), gazeux (spray-drying, spray-congealing,
enrobage en lit d’air fluidisé...) ou a I’état supercritique (procédé RESS, séparation de
phases...) ;
— Les procédés peuvent reposer sur 1’utilisation soit de polymeéres préformés (coacervation...),
soit de lipides (spray-congealing ...), soit de monomeéres (polycondensation interfaciale,
polymérisation en milieu dispersé...) ;
— Une classification intéressante peut aussi s’opérer en tenant compte du principe de la micro
encapsulation, qui permet ainsi de répartir les procédés en trois groupes (Figure 111.4) :

o procédés physico-chimiques ;

o procédés mecaniques ;

o procédés chimiques.
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Figure 111.4 : Différents procédés d’encapsulation

111.6.1. Procédés physico-chimiques

111.6.1.1. Microencapsulation par séparation de phases

Le terme de coacervation décrit le phénoméne de désolvatation de macromolécules,
conduisant a une séparation de phases au sein d’une solution. Tout facteur tendant a réduire la
solvatation d’un polymeére en affectant les propriétés du solvant ou la charge de la
macromolécule va induire ce phénoméne. A I’issue de la coacervation, deux phases sont en

présence dans le milieu [39]:

- Le coacervat : riche en polymere et pauvre en solvant.

- Lesurnageant : pauvre en polymére et riche en solvant.
La figure I11.5 représente trois situations possibles: Cas ou une encapsulation complete aura

lieu, partielle, ou pas d'encapsulation, (I'encapsulation est compléte si le coacervat mouille

spontanément la surface de la matiere active [39].
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Figure 111.5 : Comportement d'un coacervat vis-a-vis d ‘une phase liquide non miscible [39]

111.6.1.2. Microencapsulation par coacervation complexe

La coacervation complexe est une désolvatation simultanée de deux polyélectrolytes
hydrosolubles portant des charges opposées en provoquant par une modification de pH du
milieu aqueux. En effet, la structure du coacervat est complexe puisqu'elle comprend deux

polymeres.

Le procédé de microencapsulation par coacervation complexe se déroule de la fagon suivante
(figure 111.6) :

- Dans un premier temps, le produit a 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 polymeére équilibrent les charges négatives du
second (phase b). L'attraction électrostatique des deux polyélectrolytes provoque l'apparition

d'un coacervat mixte.
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- Dans un troisieme temps, les gouttelettes de coacervat formé viennent s'adsorber (phase c) a
la surface de la matiére active a encapsuler et former un enrobage continu (phase d).
Finalement, cet enrobage est consolidé par réticulation (phase e) des macromolécules

constitutives du coacervat [39].
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Figure 111.6 : Schéma de principe du procédé de microencapsulation
par coacervation complexe

111.6.1.3. Microencapsulation par coacervation simple

La coacervation simple se rapporte aux procédés faisant intervenir la désolvatation d'un seul
polymere par l'un des facteurs suivants : abaissement de température, addition d'un non
solvant, addition d'électrolytes, addition d'un deuxiéme polymére incompatible. Ce
phénomeéne peut se dérouler en milieu aqueux ou organique. Les étapes du procédé sont en
tous points identiques a celles décrites pour la coacervation complexe. Les particules obtenues
sont généralement des microcapsules. Toutefois, dans certains cas, le procédé par
coacervation simple permet d'obtenir des microspheres. C'est le cas lorsque la proportion de
substance active est faible par rapport au volume du coacervat. La taille des microparticules
obtenues ainsi que la teneur en matiere active sont semblables a celles résultant du procédé

par coacervation complexe [39].
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111.6.1.4. Microencapsulation par émulsion et évaporation de solvant

La méthode de microencapsulation par évaporation de solvant repose sur 1’évaporation de la
phase interne d’une émulsion sous agitation. Initialement, le matériau d’enrobage,
généralement un polymeére hydrophobe, est dissous dans un solvant organique volatil
(chlorure de méthylene, chloroforme...). La molécule active a encapsuler est alors soit
dissoute, soit dispersée dans la solution organique. Dans 1’étape suivante, la phase organique
est émulsionnée sous agitation dans une phase dispersante non solvante du polymere,
généralement de I’eau, contenant un agent tensioactif tel que 1’alcool polyvinylique. Une fois
I’émulsion établie, le solvant organique diffuse progressivement dans la phase continue sous
agitation pour s’évaporer, laissant le polymére précipiter sous forme de microsphéres (figure

111.7) [39].
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Figure 111.7 : Schéma de principe du procédé de microencapsulation
par émulsion et évaporation de solvant

111.6.1.5. Microencapsulation par gélification thermique

Ce procédé, encore appelé «hot melt », repose sur la fusion du matériau d’enrobage. La
matiere active a encapsuler est dissoute ou dispersée dans ce matériau fondu. L’ensemble est
émulsionné dans une phase dispersante, dont la température est maintenue supérieure a la
température de fusion de I’enrobage (Tf) et pour laquelle la matiére active n’a aucune affinité.
Il s’agit d’eau distillée lorsque la substance a encapsuler est lipophile, et d’huile de silicone,
par exemple, lorsqu’elle est hydrosoluble. La solidification des globules disperses est obtenue

en refroidissant brutalement le milieu (figure 111.8) [39].
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Figure 111.8 : Schéma de principe du procédé d'encapsulation
par gélification thermique

111.6.2. Procédés mécaniques

111.6.2.1. Procédé d'enrobage en lit fluidisé

Le procédé d'enrobage en lit fluidisé s'applique exclusivement a des matiéres actives
constituées de particules solides (granulés, cristaux). Des matiéres actives liquides peuvent
néanmoins étre encapsulées apres absorption par des supports particulaires poreux. Le
procédé permet de réaliser un enrobage continu de particules qui conduit donc a la production
de microcapsules [39]. Il comprend une séquence cyclique en trois temps :

- Fluidisation de la poudre de particules ;

- Pulvérisation du matériau enrobant sur les particules ;

- Séchage et filmification de I'enrobage.
111.6.2.2. Gélification de gouttes
La Gélification de gouttes est basé sur la formulation une solution, dispersion ou émulsion de

matiére active dans une solution aqueuse de polymeére capables de former des gels sous une

actions d’extérieure physique ou chimique [53].
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111.6.2.3. Procédé d’Extrusion-sphéronisation

La technique extrusion-sphéronisation Peut étre utilisée pour I’encapsulation de poudre de
matiere active dans des polymeéres thermoplastique, dont la viscosité a 1’état fluide permet de

préparé des micro cylindres homogenes et réguliers [53].

111.6.2.4. Procédé de nébulisation/séchage

Le procedé de nébulisation/sechage est un procédé continu en une seule étape qui permet de
transformer une formulation liquide initiale en une forme microparticulaires séche. La
formulation liquide initiale peut étre constituee [39] :

- Soit d'une solution de matiere active et de matériau enrobant ;

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

- Soit encore d'une émulsion de matiere active dans une solution de matériau enrobant.
Ce procédé comprend les quatre étapes séquentielles suivantes (Figure 111.9) :
a. Nébulisation de la formulation liquide initiale pour former un aérosol ;
b. Mise en contact de I'aérosol avec un flux d‘air, porté a une température contrdlée

c. Séchage rapide de I'aérosol pour former des microparticules solides ;

d. Séparation de la poudre de microparticules et de I'air contenant le solvant vaporisé.
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Figure 111.9 : Schéma d’un appareillage complet de nébulisation-séchage
111.6.3. Procédés chimiques
111.6.3.1. Polycondensation interfaciale

La polycondensation interfaciale est un procédé qui permet de préparer in situ une membrane
polymeére a la surface de gouttelettes d’émulsion, grace a une réaction chimique entre deux
monomeéres bien choisis, la réaction se déroulant a I’interface entre la phase dispersée et la
phase dispersante. La méthode s’applique a des solutions de mati¢res actives, aussi bien

organiques qu’aqueuses, ou a des matieres actives liquides (Figure 111.10) [39].

Polymé_r_e Monomeére B

Figure 111.10 : Mécanisme de la polycondensation interfaciale
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I11.7. Influence des parametres de formulation sur les caractéristiques des

microparticules

La microencapsulation par évaporation de solvant est largement utilisée pour I'encapsulation
de différents produits pharmaceutiques [54]. L'efficacité de ce processus dépend de plusieurs
paramétres dont les solvants utilisés, le rapport principe actif/polymere, la vitesse d'agitation,
la solubilité du principe actif et la masse molaire du polymeére. Ces paramétres doivent étre
pris en considération pour développer des systemes polymériques chargés de principe actif a
libération retardée. Plusieurs parameétres influencant les caractéristiques des microparticules
(la taille et la distribution en tailles, la porosité et la taille des pores, la teneur en principe
actif) préparées par évaporation de solvant ont été déterminés. On donnera ci-dessous

quelques exemples décrits dans les littératures [55]:

» Le solvant
La formation des microsphéres repose sur un processus de séparation de phase dans lequel
une solution polymeérique est transformée en sphéres solides précipitées grace a la diffusion
du solvant au sein de la phase aqueuse puis a son évaporation a I’interface eau/air. Quatre
différents solvants sont majoritairement utilisés (Tableau I11.1). 11 s’agit du chloroforme, du
dichlorométhane, de I’acétate d’éthyle et formate d’éthyle. L’acétate d’éthyle ainsi que le
formate d’éthyle ont 1’avantage d’étre moins toxiques mais sont partiellement solubles dans

I’eau.

Tableau I11.1 : Caractéristiques des principaux solvants utilisés dans la littérature

pour le procédé de microencapsulation par évaporation de solvant

Toxicité élevée
(> dichlorométhane) [56,57]
453 37,9 20 Toxicité élevée [58,59],
[60,61]
100 77 90 Faible toxicité [62-63]
259 54 105 Faible toxicité [64, 63]
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» Effet du polymeére

Différents polymeéres ont été utilisés pour ce type d'encapsulation. En effet, le polymeére choisi
dépend du domaine d'utilisation des microparticules. Les polymeéres utilisés dans la
microencapsulation dans le domaine pharmaceutique sont : les protéines naturelles, les
polysaccharides naturels comme la dextrine, les polysaccharides comme I'éthylcellulose, les
polyméres synthétiques comme : PLA, PLGA, PCL [65].

» Effet de I'interaction entre le principe actif et le polymere

L'interaction entre le principe actif encapsulé et le polymére peut changer le taux
d'encapsulation. L'interaction entre le polymere et le principe actif peut étre due a des
interactions hydrophobes ou hydrophiles. Dans le cas ou il existe des interactions ioniques ou
hydrophiles, le principe actif sera encapsulé avec un taux important dans les polymeres
contenant des groupements carboxyliques libres. Dans le cas des interactions hydrophobes, les

polymeres utilisés donnent des taux d'encapsulation tres éleves [55,66].

> Effet de la vitesse de rotation

Durant la formation des gouttelettes, la vitesse de rotation des pales influe sur la taille des
microparticules. Généralement, en augmentant la vitesse de rotation, la taille des
microparticules diminue. Cela peut étre expliqué par I'énergie dissipée pour la rupture des
gouttelettes qui conduit & la diminution de la taille des gouttelettes [67].

» Influence de la température
La viscosité de la phase organique et I'évaporation de solvant sont trés influencées par la
température. En augmentant la température, la viscosité diminue et la taille des gouttelettes

tend a diminuer. A partir d'une certaine température, le solvant s'évapore plus rapidement en

entrainant, a l'inverse, l'augmentation de la viscosité de la phase dispersée [68].
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111.8. Domaines d*application

La microencapsulation est actuellement trés developpée pour de nombreuses applications :
élaborations des médicaments, en agro-alimentaire et dans la préparation des produits
phytosanitaires.... Dans la figure 111.11 indique les domaines d'application de la

microencapsulation.
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Figure 111.11 : Différents domaines d'application de la microencapsulation



CHAPITRE IV CARACTERISATION PHYSICOCHIMIQUE
Et BIOPHARMACEUIQUE DES MICROPARTICULES

IV.1. Introduction

Les laboratoires de controle qualité et d’assurance qualité disposent de techniques analytiques

de pointe et d’outils performants pour la caractérisation et I’ interprétation des donnés brutes.

IV.2. Techniques de caractérisation physico-chimique des microparticules

De nombreux processus physico-chimiques interviennent dans la caractérisation des

microparticules ou chaque technique met en évidence un aspect particulier.

1VV.2.1. Mesures de taille

1VV.2.1.1. Diffraction Laser

La diffraction laser ou en anglais LALLS pour "Low Angle Laser Light Scattering”, consiste
a mesurer les distributions granulométriques des particules en suspension dans une solution.
Elle est basée sur la théorie de diffraction de la lumiére de Mie a l'aide d'un modele de
particule sphérique équivalente en volume. Lorsqu'un faisceau laser traverse un échantillon de
particules en suspension, la variation angulaire de l'intensité de lumiére dépend de la taille des
particules présentes. La mesure de cette variation donne la taille des particules [69]. Elle
permet de caractériser des particules de taille allant du nanomeétre au millimetre. En revanche,

I'analyse des images obtenues par cette technique est souvent difficile (Figure 1V.1) [70].

Dispersion Module Détecteur
Optique
Expanseur '
de faisceau e
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e 0e \
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Zone de
mesure

Figure 1V.1 : Principe de la diffraction laser [70]
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1V.2.1.2. Diffusion dynamique de la lumiere

La diffusion dynamique de la lumiére (DLS) permet de mesurer la taille des particules,
dispersées dans une suspension diluée, dont la taille peut varier de quelques nanomeétres
aquelques micrometres. Cette technique est connue sous deux autres appellations : la spec-
troscopie par corrélation de photons (Photon CorrelationSpectroscopy PCS) ou la diffusion
quasi-élastique de la lumiere (Quasi-Eelastic Light Scattering). Cette technique est
développée originalement pour 1’étude de la dynamique des macromolécules en solution [71].
Elle est devenue trés courante pour mesurer la taille des particules du fait qu’elle est non-
invasive, qu’elle fournit rapidement des estimations absolues et qu’elle ne nécessite pas de

calibration (Figure 1V.2) [71].

Echantillon

Laser Lentille

Lentille

!

Détecteur

Corrélateur
numeérique

Figure 1V.2 : Un instrument typique de la technique de la DLS [71]
1V.2.2. Microscopie
1V.2.2.1. Microscopie optique
Avec l'apparition des microscopes modernes, cette méthode est devenue la plus précise car
elle permet de visualiser clairement une particule et donc de pouvoir déterminer sa forme et sa
taille. Des particules de taille proche du nanomeétre peuvent ainsi étre mesurées avec cette

technique.
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En utilisant de plus une caméra rapide, cette technique offre la possibilité de caractériser des
objets en mouvement, par exemple des gouttelettes circulant dans un canal. De plus,
l'utilisation du microscope en combinaison avec une technique de fluorescence permet non
seulement de caractériser la particule in-situ mais également de visualiser des changements
d'état de la particule dus a des interactions physico-chimiques entre la particule et le milieu ou
des réactions biologiques ayant lieu sur la particule. Les principaux inconvénients de cette
technique sont [72,73] :

o le temps relativement long pour la préparation de I'échantillon ;

e unnombre limité de particules pouvant étre analysées simultanément ;

e  neécessité du personnel qualifié.

IV.2.2.2. Microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage (MEB ou « Scanning Electron Microscopy » SEM)
est une technique puissante d’observation de la topographie des surfaces. Elle est fondée
principalement sur la détection des électrons secondaires émergents de la surface sous
I’impact d’un trés fin pinceau d’électrons primaires qui balaye la surface observée et permet
d’obtenir des images avec un pouvoir séparateur souvent inférieur a 5 nm et une grande

profondeur de champ [74].

Le principe du MEB est de donc de balayer unéchantillon avec un faisceau d’électrons
d’énergie EO appelés électrons primaires.les électrons primaires pénétrent dans 1’échantillon
et interagissent avec la matiére de facon a réémettre des électrons.ces interactions sont de
deux types : élastiques soit sans perte d’énergie ; et inélastique, avec perte de d’énergie.ces
différentes interactions conduisent les électrons sur des trajectoires aléatoires qui sont

comprise dans un volume limité appelé poire d’interaction [75].
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IVV.2.3. Spectroscopie infrarouge

L'infrarouge correspond a des rayonnements de longueur d'ondes supérieures a celles de la
lumiére visible et inférieures a celles du domaine submillimétrique. La partie infrarouge
duSpectre électromagnétique se divise en 3 régions bien distinctes: le proche (13300 a
4000cm), le moyen (4000 a 450 cm) et le lointain infrarouge (450 a 10 cm). Lorsque
lalongueur d'onde apportée par le faisceau lumineux est voisine de I'énergie de vibration de la
molécule, cette derniere va absorber le rayonnement et on enregistre une diminution
del'intensité réfléchie ou transmise. Le domaine infrarouge correspond au domaine d'énergie
devibration des molécules. Toutes les vibrations ne donnent pas lieu a une absorption,
celadépend aussi de la géométrie de la molécule et en particulier de sa symétrie. En effet,
unchangement du moment dipolaire est nécessaire. Pour une géométrie donnée on
peutdéterminer les modes de vibration actifs en infrarouge grace a la théorie des Groupes
[76].

IV.2.4. Spectroscopie UV/Visible

Le principe de la spectroscopie UV Visible repose sur la transition d'un électron d’un
étatfondamental vers un état excité par excitation grdce a une interaction avec une
ondeélectromagnétique. Le passage un état électronique a un autre état électronique
d’énergieplus élevée nécessite labsorption d'énergie sous forme de photons. Le principe du
spectromeétre UV Visible consiste en une source munie de deux lampes qui permettent un
continuum d’émission sur toute la gamme de longueur d’onde UV Visible :

e Lampe au deutérium qui émet des longueurs d'ondes de 180 a 400 nm (UV) ;

e Lampe au tungstene qui émet des longueurs d'ondes de 400 a 800 nm (Visible).

Un monochromateur permet de sélectionner les longueurs d ondes e donc balayer la gamme
en déplagant ce monochromateur. Le faisceau de photons a la longueur d’onde sélectionnée
traverse un miroir qui synchronise le mouvement du monochromateurpuis le faisceau traverse
I’échantillon et/ou la référence. Puis un amplificateur permet decomparer l'intensité en sortie

par rapport a l'intensité d’émission [76].
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IVV.3.Techniques de caractérisation biopharmaceutique des microparticules

Il existe de nombreux essais de caractérisation biopharmaceutique des microparticules, on

distingue le test de dissolution in vitro et le test de désagrégation.

1VV.3.1. Test de dissolution in vitro

Le test de dissolution in vitro appliqué aux microparticules, permet de s’assurer, qu’une fois
administrés, ces derniers libéreront le PA qu’ils contiennent, pour le mettre a la disposition de
I’organisme, et ceci dans les limites de concentration et de vitesse déterminées, afin de
garantir ’effet thérapeutique désiré [77]. Il est donc destiné & determiner leur plus ou moins
grande aptitude a laisser passer en solution dans un milieu déterminé, le ou les PA qu’ils
contiennent. Le passage en solution est apprécié par dosage du PA dans des échantillons

prélevés dans le milieu de dissolution a intervalles de temps différents [77, 78].

L’essai de dissolution peut intervenir a plusieurs stades de 1’élaboration [79] :
e En pré formulation
e En développement

e En controle de routine

IV.3.2. Test de désagrégation (délitement)

Le test de désagrégation permet de s’assurer, que la vitesse de désagrégation des
microparticules ne constitue pas le facteur limitant de la dissolution du PA qu’ils contiennent.
Son principe consiste donc a déterminer leur plus ou moins grande aptitude a se désagréger,
en milieu liquide, dans un temps prescrit et dans des conditions expérimentales bien définies
[80].
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Objectif

L’objectif de notre travail de recherche est d’aboutir a des formulations basées sur une
association de Valsartan et Candesartan cilexetil a libération prolongée, en utilisant la
technique d’encapsulation par émulsion/évaporation de solvant a 1’aide d’un polymeére
biodégradable. Pour cela, I’effet de quelques parametres opératoires (quantité de polymere
PLA et quantit¢ de PVP K30) sur le taux d’encapsulation et la cinétique de libération des

principes actifs dans des milieux physiologiques sera étudie.

Notre partie expérimentale a été réalisée dans un laboratoire & I'usine de production

Antibiotical du groupe Saidal / Médéa lors d’un stage pratique.

Nos échantillons ont été préparés selon une matrice d’essais de formulation puis caractérises
par diverses techniques d’analyses physicochimiques et biopharmaceutiques a savoir ; la
Spectrophotométrie Infra - Rouge (FT-IR), la Chromatographie en phase liquide a haute

performance (HPLC), la Microscopie Electronique a Balayage (MEB) et le test de dissolution.

V.1. Matiéres premiéres et matériel utilisés :

V.1.1. Matiéres premieres :

Les matieres premiéres utilisées sont comme suit :

e Valsartan ;

e Candesartan cilexétil ;

e Poly acide lactique (PLA) ;

e Poly vinyl pyrrolidone (PVP ksp);
e Poly Alcool vinylique (PVA) ;

e Dichlorométhane (DCM) ;

e Méthanol.
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Principe actif :
Poudres de valsartan et de candesartan cilexétil pur, ont été gracieusement fournies par Le

groupe SAIDAL (Médeéa). Les propriétés physico-chimiques de ces principes actifs sont

résumeées dans les tableaux V.1 etV .2 [81, 82] :

Tableau V .1: Propriétés physico-chimiques du Valsartan [81]

Nom Valsartan

Formule Chimique C24H29N503

Formule développée

Poids Moléculaire 435,519 g/mol.
Classe thérapeutique Antihypertenseur.
Point de fusion 105 - 110 °C.
Aspect Poudre fine blanche hygroscopique.
Solubilité Poudre librement soluble dans 1’éthanol, méthanol, 1’acétonitrile

et peu soluble dans 1I’eau
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Tableau V. 2 : Propriétés physico-chimiques du Candesartan [82]

Nom Candesartan cilexétil

Formule chimique C33H34N606

Formule développée * /L \—.i,
N/

Poids moléculaire 610,66 g/mol

Classe thérapeutique Antihypertenseur.
Point de fusion 163 °C.
Aspect Poudre fine blanche hygroscopique.
Solubilité peu soluble dans le méthanol pratiqguement insoluble dans I'eau

Excipients :
Polymeéres :

Poly acide lactique (PLA)

Le PLA est un polymére biodégradable synthétisé a partir de ressources renouvelables. Les

caractéristiques principales de cet excipient sont résumees dans le tableau V. 3 [83].
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Tableau V. 3 : Caractéristiques du PLA [83]

Formule brute (C3H407) n
Structure chimique — -
O
= L=
T
O
— —in
Densité 1,2g/cm3.
Température de fusion 170 - 180°C.
Aspect sous forme des grains
Solubilité soluble dans chloroforme et le dichlorométhane

Poly vinyl pyrrolidone (PVP K 30)

Le polymére PVP K30 a été fourni par le groupe SAIDAL (Médéa). Les caractéristiques

principales de cet excipient sont résumées dans le tableau V. 4 [83].

Tableau V. 4 : Caractéristiques du PVP K 30 [83]

transition vitreuse

Formule brute (CeHgNO)
(Ao

Structure chimique /P\JI/

n

Masse volumique 1,2 9:/cm3
Temperature de 110 2 180 °C

Aspect

Poudre blanche

Solubilité

soluble dans I’cau, le glycérol, le chloroforme et le dichlorométhane

42




CHAPITRE V : MATERIEL ET METHODES

Poly alcool vinylique(PVA) :
Le Poly alcool vinylique est un polymére obtenu par hydrolyse alcaline d’alcool
vinylique. Son taux d’hydrolyse est de 87,90%. Les caractéristiques principales du PVP

K30 sont résumées dans le tableau V.5 [84].

Tableau V.5 : Caracteéristiques du PVA [84]

Formule brute (C2H40)
Structure chimique i
HzC O
4
Masse volumique 1,19-1,31 g/cm®
Masse molaire 44,0526 g/mol
Aspect Sous forme de petits cristaux
Solubilité Soluble dans I’eau

Solvants

e Dichlorométhane (DCM) :

Le DCM (CHCIy) est un solvant organique fourni par le groupe SAIDAL (Médéa). Les

caractéristiques principales du dichlorométhane sont résumées dans le tableau V.6 [83].
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TableauV .6 : Caractéristiques du dichlorométhane (DCM) [83]

Formule brute CH,CI,
(|3I
Formule chimique C
Cl” :H
H
Densité 1,33 g/cme.
Point d’ébullition 40°C.

Odeur Odeur désagréable, toxique.
Aspect Liquide incolore.
Peu soluble dans I’eau (13 & 20 g/l a 20°C)
Solubilité Miscible avec la plupart des solvants organiques
e Méthanol

Les caracteéristiques principales de ce solvant sont résumées dans le tableau V.7 [83].

Tableau V. 7 : Caractéristiques du méthanol [83]

Formule brute CH30OH
Formule chimique H H
HG /
C—0
/
H
Masse molaire 32,04 g/mol
Masse volumique 792 kg/m®
Densité 0,79 g/cm®
Point d’ébullition 64,7 °C

Aspect Liquide incolore.
Odeur Legere odeur alcoolique a 1’état pur, odeur répulsive et acre a
1’état brut
Point de fusion -97,6°C
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V.1.2. Appareillage :

L’appareillage utilisé pour notre expérimentation est comme suit :

e Balances analytique ;

e Plaque chauffante agitatrice ;

e FEtuve;

e pH-metre ;

e Centrifugeuse ;

e Montage de filtration sous vide ;

e Microscope optique ;

e Microscopie Electronique a Balayage MEB ;

e Spectrophotométre infrarouge IR ;

e Chromatographe en phase liquide a haute performance HPLC ;

e Dissolu test.

V.1.3. Verrerie et petit matériel de laboratoire :

La verrerie et les accessoires utilisés pour notre expérimentation sont comme suit :

Béchers de capacité : 80ml, 100 ml, 150 ml, 200 ml, 250 ml ;
e Eprouvettes de 50 ml, 100 ml, 1000 ml ;

e Fioles jaugées de 10 ml, 20 ml ;

e Pipettes graduées 5ml, 10ml ,20ml ;

e Tubes a essais ;

e Tamis;

e Seringues de 5 ml;

Spatules, pissettes, barreaux magnétiques, para film et papier absorbant.
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V.2. Méthodes de préparation des microparticules :

La méthode utilisée dans notre partie de formulation est la technique d’encapsulation par
émulsion / évaporation de solvant qui est considérablement utilisée dans les applications
pharmaceutiques pour la libération controlée de la substance active et dont le principe consiste
a faire disperser une phase organique contenant le solvant, le polymére et le principe actif
dans une phase aqueuse ou le solvant diffuse dans cette derniére puis s'évapore, aboutissant
ainsi a la formation de microspheres solides de polymeére avec du principe actif piégé a

l'intérieur.

Les essais de formulation ont été préparés selon le tableau V.8 ci-dessous. Les étapes suivies

dans la préparation des microspheres sont :
< 1°" gtape : préparation de la phase aqueuse PVA 0,5 %

La phase aqueuse contient du PVA dissous dans un volume d’eau distillée chauffée a 80°C.

Apreés dissolution totale, la solution est laissée se refroidir a température ambiante.
< 2°™ ¢tape : préparation de la phase organique

La phase organique contient du PLA dissous dans un volume de DCM sous agitation jusqu’a
dissolution totale. Aouter 80 mg de valsartan sous agitation puis 32 mg de candesartan

cilexétil tout en gardant 1’agitation jusqu’a la dissolution totale.
% 3éme étapes : préparation des microparticules

v’ La solution organique est dispersée goutte a goutte dans 50ml de la solution aqueuse
sous une agitation de 700 tr/min ;

v' Apres introduction totale de la phase organique, laisser la solution sous agitation
jusqu’a ’évaporation compléte du solvant ;

v Apres évaporation de solvant, les microparticules sont ensuite récupérées par filtration

sous vide, puis sechés dans une étuve a 60 C°.
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Tableau V.8: Matrice des essais de formulation

32 80 100 0
32 80 300 0
32 80 100 50
32 80 200 50
32 80 300 50
32 80 100 75
32 80 200 75
32 80 300 75
32 80 0 50
32 80 0 75
32 80 150 37,5
32 80 150 37,5

V.2.1. Détermination du taux d’encapsulation des microparticules :

Afin de déterminer le taux du principe actif encapsulé, on suit le protocole suivant :

«»+ Préparation des échantillons :

Introduire 5mg de microparticules dans 1ml de DCM et laisser sous agitation vortex
jusqu’a dissolution totale ;

= Ajouter 5ml de méthanol et continuer I’agitation pendant 5min ;

= Réaliser une centrifugation de la solution pendant 15min a 5000 tr/min et une filtration
a 0,22um de porosité ;

= Récupérer le surnagent puis 1’analyser par HPLC.
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Le taux du PA encapsulé est calculé comme suit :

TE % = 2™9) x100

ifmg)
e TE (%) : Taux d’encapsulation
e Q: Quantité du principe actif encapsulé (mg)

e Qi : Quantité initiale du principe actif a encapsuler (mg)
V.3. Méthodes de caractérisation :
Les essais formulés ont été caractérisés par plusieurs techniques d’analyse, a savoir :
* Dissolution in vitro ;
* Infra-Rouge;
* Microscopie Electronique a Balayage (MEB) ;
* Microscopie optique ;
* Chromatographie liquide a haute performance (HPLC) ;

V.3.1. Réalisation du test de dissolution :

Le test de dissolution a été réalisé dans deux milieux biologiques intestinal (pH=6,8) et
gastrique (pH=1,2) selon I’ouvrage de référence pharmaceutique « USP40-NF35» [85].

A. Milieu intestinal : Tampon phosphate pH = 6.8
Echantillon a analyser : Microparticules de PLA contenant les Pas
Réactifs :

= Dihydrogénophosphate de potassium monobasique (KH,PQOy) ;

= Hydroxyde de sodium (NaOH) ;

= | ’eau distillée.
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Préparation du milieu :

% Dissoudre 27,22 g du phosphate de potassium monobasique (KH,PO4) dans 1’eau
distillée puis ajuster a 1000 ml avec le méme solvant ;

% Dissoudre 8g de NaOH dans 2 litres d’eau distillée ;

R/

%+ Meélanger les deux solutions (KH,PO, / NaOH) dans un erlenmeyer de capacité 03 litres.

B. Milieu gastrique : Tampon HCI 0.1M pH=1.2:

Echantillon a analyser : Microparticules de PLA contenant les Pas

Réactifs :
= Acide chlorhydrique (HCI) ;

= Eau distillée.

Préparation du milieu :

Prélever 16,43 ml de HCI (Pureté=37%, densité d=1,2, Masse molaire M=36,5g/mol) dans
une fiole de 2000 ml contenant environ 100 ml d’eau distillée. Agiter doucement puis

compléter au trait de jauge avec 1’eau distillée.

Protocole opératoire du test de dissolution :

v Allumer le dissolu test ;

v" Remplir chaque bac de dissolu-test par 300 ml du milieu de dissolution préalablement
prépare ;

v Régler la température a 37°C puis mettre en marche le systéme de chauffage et laisser
stabiliser ;

v Régler I’agitation a 50 tr/min ;

v" Quand la température atteint 37°C +5°C, introduire dans chaque bac les microcapsules

(préalablement pesées) et declencher immédiatement 1’agitation ;
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v' A l’aide d’une seringue de 5ml, effectuer des prélevements chaque 01 heure pendant
06 heures de dissolution pour le milieu intestinal et aprés chaque 30 min pendant 2
heures pour le milieu gastrique ;

v" Remplacer apreés chaque prélevement, le volume prélevé (5ml) par le méme volume du
milieu de dissolution ;

v Réaliser le dosage de principe actif par chromatographie en phase liquide haute

performance (HPLC).

Préparation de la courbe d’étalonnage :

* Préparation de la solution mére :

e Pour Valsartan :
STDmv : 40mg de Valsartan est dissous dans 20ml de méthanol.
e Pour Candesartan cilexétil :
STDmc : 16mg de Candesartan est dissout dans 20ml de méthanol.
e STDml : On préleve Sml de STDmv + 5Sml de STDmc qu’on introduit dans une fiole

de 20ml et on rajoute du méthanol jusqu’au trait de jauge.

* Préparation des solutions standards

- Faire des prélévements a partir de la solution mére selon le tableau 1V.9 ci-dessous ;
- Mettre dans des fioles de 10 ml ;
- Compléter par du méthanol jusqu’au trait de jauge ;

- Réaliser I’analyse par chromatographie liquide a haute performance (HPLC).

* Conditions chromatographigues :

- Volume injection : 20ul ;

- Longueur d’onde (A) : 254nm ;

- Débit : 2ml/min ;

- Colonne ; C18 (10cm, 0.46um, Spm) ;

- Phase mobile :

Introduire 150ml d’eau distillé dans un bécher ;

Ajuster a pH a 2,8 par des gouttes d’acide ortho phosphorique ;
Ajouter 350ml d’acetonitrile ;

Filtrer la solution avec un filtre de 0,22um.
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Tableau V.9: Préparation des solutions standards filles

Solution fille Volume (ml)
Std1l 0.2
Std2 0.4
Std3 0.6
Std4 0.8
Std5 1

V.3.2. Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier(IRTF) :

Le principe de la spectroscopie infrarouge (IR) repose sur l'absorption de la lumiére par la
plupart des molécules dans la région de l'infrarouge du spectre électromagnétique et en
convertissant cette absorption en vibration moléculaire. Elle permet d’effectuer I’analyse des

fonctions chimiques présentes dans le matériau.

Le rayonnement infrarouge dispense suffisamment d’énergie pour stimuler les vibrations
moléculaires a des niveaux d’énergie supérieurs. Elle est utilisée principalement pour
I'analyse qualitative d'une molécule, en mettant en évidence la présence de liaisons entre les

atomes (fonctions et groupements).

La majorité des applications se situe entre 2,5 et 25 um soit en nombre d'ondes de 4000 cm™-

400 cm™ (IR moyen).
Protocole opératoire :

- Mélanger 2 mg de microparticules avec 80 mg de bromure de potassium ;

- Broyer le mélange a I’aide d’un pilon dans un mortier en verre :

- Préparer les pastilles de KBr ;

- Ces pastilles sont aprés analysées a 1’aide d’un spectrophotométre IR de marque IR
Affinity-1 (SHIMADZU) dans la plage 4000 - 400 cm™ ;

La méme analyse a été aussi réalisée pour les matieres premieres (principes actifs et

polymeres).
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A noter que le PLA a ét¢ analys¢ a l’aide d’un spectrophotométre IR, mode ATR.

L’échantillon pour analyse a été préparé comme suit :

- Faire dissoudre 0,5 mg du PLA dans 2,5 ml du DCM, sous une agitation jusqu’a dissolution
totale.

- Introduire la solution obtenue dans une boite de pétrie et la couvrir du para film pour éviter
toute contamination du milieu extérieur. Puis laisser la solution se reposer jusqu’a évaporation
totale du DCM et formation d’un film seche.

- Analyser un échantillon du film obtenu a 1’aide d’un spectrophotométre infra rouge (Thermo

SCIENTIFIC) dans la plage de 4000 - 400 cm™.

V.3.3. Microscopie optique :

Pour cette analyse, nous avons étalé avec précaution les microparticules sur une lame de
verre. Des observations au microscope binoculaire muni d’une échelle micrométrique ont été

réalisés pour I’ensemble des essais de formulation et ce en utilisant un grossissement de (x10).

V.3.4. Microscopie Electronique & Balayage (MEB) :

La morphologie des microparticules préparées a été déterminée par microscopie électronique
a balayage (MEB) afin d’estimer la taille et d’apprécier I’aspect et la forme des microspheres
obtenues. L appareil utilisé pour réaliser cette analyse est de marque « QUANTA 650 MODE
DE TRAITEMENT HUV « high vaccum ».

V.3.5. Chromatographie liquide & haute performance (HPLC) :

La chromatographie permet la séparation ou la purification d'un ou de plusieurs composés

d'un mélange en vue de leur identification et de leur quantification.

Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange est
introduit dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne

chromatographique.
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La phase mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt le systéeme
chromatographique. Le mélange a analyser est injecté puis transporté au travers du systeme
chromatographique. Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre
la phase mobile et la phase stationnaire. En sortie de colonne grace a un détecteur approprié
les différents solutés sont caractérisés par un pic. L'ensemble des pics enregistrés est appelé

chromatogramme.
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V1.1 Taux d’encapsulation

La détermination du taux d’encapsulation du Valsartan et du Candesartan ciléxetil est réalisée a
I’aide de [I’équation de la courbe d’étalonnage des solutions standards dosées par

chromatographie liquide a haute performance (Figure V1.1 et Figure VI1.2).

Valsartan
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Figure V1.1 : Courbe d’étalonnage du Valsartan
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Figure V1.2 : Courbe d’étalonnage du Candesartan
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Les résultats expérimentaux du taux d’encapsulation des différentes formulations sont donnés par

le tableau V1.1 suivant.

RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau VI.1: Résultats expérimentaux du taux d’encapsulation

Nom de ’essai |  PLA (mg) PVPK30 (mg) TE% CC TE% VAL
F1 100 0 51,62 59,14
F2 300 0 82,91 85,19
F3 100 50 48,48 59,07
F4 200 50 67,68 65,70
F5 300 50 76,99 74,07
F6 100 75 47,61 58,47
F7 200 75 66,68 65,70
F8 300 75 71,33 73,07
F9 0 50 35,30 48,04
F10 0 75 32,54 41,16
F11 150 375 59,95 64,60
F12 150 375 58,67 64,13

Observations et interprétation des résultats relatifs au taux d’encapsulation du PA par

HPLC :

e Effet de la quantité du PLA sur le taux d’encapsulation des deux principes actifs :

D’aprés les résultats regroupés dans le tableau VI.1 ci-dessus, nous remarquons que le taux
d’encapsulation des principes actifs est proportionnel a la quantité du PLA. Autrement dit, plus la
masse du PLA augmente, plus le taux d’encapsulation accroit. Le polymere PLA a donc un effet
significatif sur le taux d’encapsulation du principe actif. Un taux d’encapsulation maximal est
obtenu a 85,19% pour le Valsartan et a 82,91% pour le Candesartan. Ceci qui correspond a la
formulation F2 contenant la quantité la plus élevée en PLA (300 mg).
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Nos résultats expérimentaux sont analogues aux résultats des travaux réalisés Yang et al. [86] qui
ont observé que le taux d’encapsulation de I’aspirine augmente avec 1’augmentation de la
concentration du polymere éthyle cellulose dans la phase organique. Aussi, le méme résultat a été

constaté par Sabyasachi M. et al. [87] lors de I’encapsulation du Fluconazole par 1’éthylcellulose.

e Effet de la quantité du PVP K30 sur le taux d’encapsulation des deux principes

actifs :

Pour la plupart des essais de formulation, nous remarquons que le taux d’encapsulation des
principes actifs est inversement proportionnel a la quantité du PVPK30. Il a donc un effet plus ou
moins négatif sur le taux d’encapsulation, c.-a-d., plus la quantité du PVPK30 augmente, plus le
taux d’encapsulation diminue. Ceci est probablement d0 a I’interaction entre le polymére PVP

K30 et les deux principes actifs étudiés.

V1.2. Caractérisation par microscopie optique des microparticules formées

Les microparticules formées lors de notre étude ont été caractérisées par microscopie optique
avec un grossissement de 10 fois. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau VI.2.
L analyse microscopique des échantillons analysés indique la présence de microparticules sous
forme sphérique, de taille relativement différente. De plus, la taille des microparticules augmente

avec |’augmentation de la quantité du PLA.
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Chapitre VI RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau V1.2 : Caractérisation des microparticules par microscopie optique

Essai Aspect microscopique x10 Observations

Présence de

F3 microparticules sous
forme sphérique
Présence de
F4 microparticules sous

forme sphérique
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Présence de
F5 microparticules sous
forme sphérique de

taille différente

Présence de
microparticules sous
F6 forme sphérique de
taille relativement

différente

Présence de
F7 microparticules sous
forme sphérique de

taille différente
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V1.3. Etude de la cinétique de libération in vitro des microparticules :

Les profils de libération in vitro des microparticules obtenues par les différentes formulations
sont présentés graphiquement sur les figures V1.3 a V1.4

A. Profil de libération dans le milieu intestinal (pH 6,8)

100

——FCV1

—&—FCV2

——FCV3

——FCv4

——FCV5

——FCVe

——FCV7

Taux de liberation{%)

—FCV8

—FCv9

FCV10

——FCV11

Tenips(H)  ° 6 7 ——FOV12

Figure V1.3 : Profil de libération de VAL dans le milieu intestinal
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Taux de liberation{%)

—FCV8

—FCVS

FCV10
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Temps(H) ——FCV12

Figure V1.4 : Profil de libération de CC dans le milieu intestinal
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Chapitre VI RESULTATS ET DISCUSSION

e Interprétation des résultats :

D’aprés les résultats de la cinétique de libération des différents essais de formulation, représentés
sur les figures V1.3 et V1.4, les microparticules montrent un profil de libération prolongée

jusqu’a 06 heures de dissolution in vitro, a I’exception des deux formulations FCV9 et FCV10.

Par rapport aux autres formulations, une libération lente a été observée pour la formulation
FCV2, contenant la quantité maximale en PLA (300 mg). En effet, la dissolution de cette
formulation ne dépasse pas 40% apres 06 heures. Ceci est probablement 1i¢ a I’absence du PVP
K30 dans cette formulation, polymére doué¢ d’une nature hydrophile et d’une capacité

d’amélioration de la biodisponibilité.

Une meilleure dissolution des 02 principes actifs a été observée pour les formulations FCV3,
FCV4, FCV5, FCV6, FCV7, FCV8, FCV1l et FCV12 dans ce milieu intestinal. Ceci est
probablement due a la présence du polymere PVP K30, qui a fait en sorte d’améliorer
I’hydratation des microparticules par la création de canaux. Ceci concorde parfaitement avec les
travaux réalisés antérieurement par Costa et al. 2013 [88] prouvant I’effet du PVP sur

I’amélioration de la biodisponibilité du principe actif.

A noter que la formulation FCV1, exempte du polymere PVP K30 et contenant la quantité
minimale en PLA (100 mg) présente un profil de libération nettement plus lent que les
formulations FCV3 et FCV6 contenant 50 mg et 75 mg de PVP respectivement. Méme si ces 03
formulations contiennent la méme quantité en PLA, le taux de dissolution de FCV1 ne dépasse
pas 55% au bout de 06 heures, alors que F3 et F6 atteignent plus de 70% et presque 80% de
dissolution respectivement et ce pour les 02 principes actifs Valsartan et Candésartan. Ce qui

montre d’avantage 1’effet significatif du PVP sur le profil de libération de nos formulations.
Une libération plus ou moins rapide atteignant 80% dés la 1°® heure de dissolution a été obtenue

pour les deux principes actifs Valsartan et Candesartan ciléxetil contenus dans FCV9 et FCV10,

formulations contenant du PVP K30 mais exempte du polymere PLA.
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B. Profil de libération dans le milieu gastrique (pH 1,2)
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Figure V1.5 : Profil de libération de VAL dans le milieu gastrique
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Figure V1.6 : Profil de libération de CC dans le milieu gastrique
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Chapitre VI RESULTATS ET DISCUSSION

e Interprétation des résultats :

Pour I’ensemble des essais de formulation étudiés, nous remarquons un taux de libération du
principe actif peu considérable dans le milieu gastrique, ne dépassant pas 9% pour le Valsartan et
7,2% pour le Candésartan au bout de 02 heures de dissolution (Figures V1.5 et V1.6). Ceci est
probablement di a la faible solubilité des substances actives dans ce milieu acide ainsi qu’a la

protection de ces derniers par le polymere [89, 90].

V1.4. Caractérisation par microscopie €lectronique a balayage (MEB) :

La taille des microparticules permet de contrbler la cinétique de libération du PA. Ce qui
explique la grande importance qui lui a été attribuée. D’ou et d’aprés la littérature [39], plus la
taille est faible plus la libération du principe actif est rapide. Pour cela il est intéressant d’obtenir

des microspheéres de faible taille avec un meilleur taux d’encapsulation.

Dans le but d’étudier la morphologie et la taille des microsphéres, 1’analyse par microscopie
électronique a balayage a été réalisée sur chacun des principes actifs, Candesartan pur et
Valsartan pur, les microspheres du PLA vierge et I’'une des formulations préparées FCV2. Les

images obtenues sont représentées sur les figures V1.7 a VV1.10 ci-dessous.

€0 pm
FUNDAPL s USDB/

Figure V1.7 : Micrographies par MEB du Candesartan pur grossissements x1600
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Chapitre VI RESULTATS ET DISCUSSION

Figure V1.8 : Micrographies MEB du Valsartan puraux grossissements x400 et x6000

x6000.

Flgure VI. 10M|crograph|s MEB des |rospheres dela formulatln FCV2 vierge
grossissements x400 et x1600
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Concernant la morphologie, 1’analyse MEB indique que les microparticules ont une structure
globalement sphérique et possédant une membrane lisse. La taille moyenne des microsphéres

obtenues est comprise entre 15 pum et 40pum.

V1.5, Caractérisation par spectroscopie infrarouge

L’analyse IR-TF est utilisée pour confirmer la présence du Valsartan et Candesartan dans les
microsphéres du PLA ainsi que d’étudier d’éventuelles interactions entre le PA et le PLA. Les
spectres IR-TF du Valsartan, du Candesartan, du PLA vierge, et des microsphéres de la

formulation F10 ont été enregistrés entre 400 et 4000 cm™.
a. Spectre IR-TF du Valsartan :

Le spectre IR-TF du Valsartan est représenté sur la figure V1.11 ci-dessous.

valsartan

1a00

2061.97

1721 .47
292333 L477.22

1198 96

40532

271901
25T3E0

0.0
. — T — T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Mombres d'ondes(cm-1)

Figure VI.11 : Spectre IR du Valsartan pur
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Les principales bandes caractéristiques du Valsartan ainsi que les types de vibrations des liaisons

correspondantes, sont donnés sur le tableau V1.3.

Tableau V1.3 : Principales bandes caractéristiques du Valsartan [91], [92]

Nombre d’onde (cm-1) Attribution
3461.12 v N-H
2961,97 vas C-H de CH3
2925,35 v CH butyl+CHisopropy! 2

2719,01 -2573,39 vs C-H de CH2
1721,47 v C=0 acide
1600 v C=0 amide

1477,22 d NNH+ v C-Ctz-biph
1405,32 v N=N (tetrazole)
1283,84 v CO (COH) + vas NR2 (amide)
1198,96 v C-N (tetrezole) + v N-N
761,32 o N-H

S= symeétrique ; as= asymétrique ; v= vibration ; 3= vibration de déformations ;

tz= tetrazole ;biph= biphényle
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b. Spectre IR-TF du Candesartan ciléxetil :

Le spectre IR-TF du Candsartan celixcétil est représenté sur la figure VI1.12 ci-dessous. Les
principales bandes caractéristiques du Candsartan celixcétil ainsi que les types de vibrations des

liaisons correspondantes, sont donnés sur le tableau V1.4. [93].

candesartan
25 1245.79
1751.84
2,0 4
1075.14
15 1541 59
@
20T
<< 104
2EAT. T4
05 4
0,0 4

! I ! I ! I ! I ! I ! 1 ! I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nombre d'ondes{cm-1}

Figure VI1.12 : Spectre IR-TF Candesartan Ciléxetil

Tableau V1.4 : Principales bandes caractéristiques du Candesartan ciléxetil

Nombre d’onde cm: Attribution
2940,74 — 2867,74 v-O-H
1751,84 v-C=0
1248,79 v-C-0
984,03 0-C-H (vinyle)
755,29 3-N-H

U= vibration d’élongation ; 6= vibration de déformation
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c. Spectre IR-TF du PVP K30:

Le spectre IR du PVP est représenté sur la figure VI1.13 ci-dessous. Le tableau V1.5 donne les

principales bandes caractéristiques du PVP K30 [94].

347598 1639.61

204451 48005 1302 40

054

ABS

0.0

T T T T T T T T
4000 3000 2000 1000 ]
Nombres d'ondes(cm-1)

Figure VI1.13 : Spectre IR-TF PVP K30

Tableau V1.5 : Principales bandes caractéristiques du PVP [94]

Nombre d’onde cm-4 Attribution
3475,98 v OH (COOH)
294451 v CH3
1689,81 v C=0 Forte
1469,08 3 CH3
1196,14 v C-O-C (ester)
1090,20 v C-0-C

855,61 v C-COO
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d. Spectre IR-TF du PLA :

Le spectre IR du PLA est représenté sur la figure VI1.14. Le tableau V1.6 donne les principales
bandes caractéristiques du PVVP K30 [95, 96].

0.20 4 556.32

0,15 2004.45 1752.45
3482.26

0,10

ABS

0,05

0,00 4

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nombres d'ondes{(cm-1)

Figure VI1.14 : Spectre IR-TF du PLA

Tableau V1.6 : Principales bandes caractéristiques du PLA [95, 96]

Nombre d’onde (cm™) Attribution
3482,26 vas OH (COOH)
2994.45 vas CH3
1752,45 v C=0 Forte
1454,72 das CH3
1174,82 vas C-O-C (ester)
1089,94 vs C-0-C
856,32 v C-COO

s= symeétrique ; as= asymétrique ; v=vibration ; 6= vibration de déformation
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e. Spectre IR-TF des microspheres de PLA contenant du valsartan et candesartan :

Le spectre IR-TF des microspheéres de la formulation F10 sont représentés sur la figure VI1.15.

formulation N°10
bandes caracteristiques du Valsartan

—  bandes caracteristiques du Candesartan
- bandes caracteristiques du polymere
' 1602.84
2960.97
1284.80
1461 36 2860.30 175134
1175.20
v 04 4 020,20
| 2715 87
<L 755.35
0,2 4
T T T

T T
4000 2000

Nombres d'ondes{cm-1)

T
23000

Figure VI.15 : Spectre IR-TF des microsphéres de F10

* Interprétation des résultats :
D’apreés le spectre IR-TF des microsphéres de la formulation F10, nous remarquons 1’apparition
des bandes caractéristiques du Valsartan (3461,36 cm™: 2960,97 cm™; 271587 cm™;
1284,80cm-1) et du Candesartan (2860,30 cm™; 1751,34 cm™: 984,10 cm™; 755,35 cm™)
révélant leur présence dans les microspheres. Nous remarquons également que les principales
bandes des polyméres apparaissent dans le spectre de la formulation F10 (1469,82 cm™, 1175,20
cm™, 1090,20 cm™, 855,68 cm™). Ceci indique I'absence probable d'interactions chimiques entre

le polymere et les deux principes actifs.
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CONCLUSION GENERALE

La protection du principe actif, 1’amélioration de sa biodisponibilité et la maitrise de sa
libération fait aujourd’hui 1’objectif de la plupart des firmes pharmaceutiques, et dont la

microencapsulation offre des solutions industrielles de qualité.

Dans cette perspective, nous avons tenté de préparer des microparticules chargées d’une
association de deux antihypertenseurs; le Valsartan et le Candesartan ciléxetil par la
technique d’émulsion et d’évaporation du solvant en utilisant deux polyméres, le Poly acide
lactique (PLA) et le Poly vinyl pyrrolidone (PVP K30).

Ces microparticules ont été caractérisées par leur distribution en taille, leur morphologie et
leur teneur en matiere active par différentes techniques tels que la Microscopie optique, la
Microscopie Electronique a Balayage (MEB), I'Infra Rouge (IR-TF) et quantifiées par
chromatographie en phase liquide (HPLC).

L’étude de D’effet de certains parametres conditionnant ’encapsulation du Candésartan
ciléxetil et Valsartan, nous amene a conclure que la composition quantitative en polymeres
PLA et PVP K30 a un effet significatif sur le taux d’encapsulation, la taille des

microparticules et le taux de dissolution du principe actif.

Les résultats de I’étude quantificative par HPLC montre que le taux d’encapsulation des 02
principes actifs est proportionnel a la quantité du PLA. Par contre, la quantité du PVP K30 a
un effet inverse sur le taux d’encapsulation. Autrement dit; plus la quantit¢ du PVP
augmente, plus le taux d’encapsulation des deux principes actifs diminue. Le meilleur taux
d’encapsulation est attribué a la formulation F2 qui atteint 82,91% pour Candesartan Ciléxetil
et 85,19% pour Valsartan.

L‘analyse par Microscopie optique des échantillons indique que la taille des microparticules
augmente avec |’augmentation de la quantit¢é en PLA. L’analyse par Microscopie
Electronique a Balayage (MEB) a montré des microsphéres de forme sphérique et de taille

variable comprise entre 15 um et 40pum.
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CONCLUSION GENERALE

L’étude de la cinétique de libération in vitro des microsphéres, indique que leur taux de
libération est de loin plus élevé dans le milieu intestinal (pH=6,8) qu’en milieu gastrique

(pH=1,2), lié essentiellement a la faible solubilité des principes actifs dans le milieu acide.

L’utilisation du PVP K30 a amélioré la biodisponibilité des principes actifs. La libération du
médicament augmente avec l'augmentation de la concentration en PVP. Ce qui est
principalement d0 a la création de canaux ioniques par ce dernier. Ce qui facilite donc la

pénétration des principes actifs dans le milieu de dissolution.

En dernier lieu, les résultats de I’analyse IR-TF des microsphéres préparées révelent I’absence

d’interactions chimiques entre les constituants de la formulation des microsphéres.

Comme perspectives a ce travail, il serait souhaitable de poursuivre la dissolution in vitro des
02 principes actifs dans le milieu intestinal au-dela de 06 heures afin de déterminer
I’évolution de la libération du Valsartan et du Candesartan ciléxetil dans les microsphéres a

base du polymére PLA.
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ANNEXE 11

Taux de Libération du VAL dans le milieu intestinal (pH= 6.8)

aux (%) | 1H 2H 3H 4H 5H 6H

Formulatio

F1 33,5292661 | 36,7802435 | 41,1969699 | 44,9501657 | 48,7786405 | 54,3234765
F2 26,4160723 | 28,9115765 | 30,9428008 | 34,432154 | 37,1815612 | 40,6825214
F3 45,9531234 | 49,8811275 | 59,3990858 | 67,1566277 | 71,7712341 | 72,0932453
Fa 40,1753881 | 47,4501005 | 51,87179 54,9231689 | 59,4423836 | 61,5366941
F5 36,1909356 | 41,3098876 | 45,7284569 | 50,9042041 | 55,5803402 | 58,1682139
F6 45,4399487 | 51,925059 | 57,884469 | 64,8113443 | 74,0133094 | 77,5651001
F7 36,7773699 | 44,5703836 | 52,5259726 | 58,523589 | 62,9714384 | 64,3374247
F8 39,107293 | 44,0079513 | 47,8189079 | 53,0454769 | 56,7264691 | 59,5257028
F9 80,5754413 | 83,1571898 | 85,0985595 | 86,6251499 | 87,1087219 | 88,7900958
F10 81,3000219 | 83,4398907 | 85,3235204 | 87,3802478 | 88,4529082 | 90,6159475
F11 32,816113 | 42,9597051 | 47,9918615 | 58,6125209 | 64,8018785 | 67,1955604
F12 36,5074294 | 44,622371 | 46,4983908 | 57,7012693 | 64,2232052 | 68,8200842




ANNEXE 11

Taux de Libération du CC dans le milieu intestinal (pH= 6.8)

1H 2H 3H 4H 5H 6H

Formulati

F1 34,230279 | 38,4316738 | 44,016079 | 47,3088144 | 51,6857807 | 53,3306083
F2 27,7134724 | 29,1297069 | 31,8839103 | 33,3038717 | 36,3748643 | 40,6310216
F3 51,4272277 | 57,3043936 | 63,8341275 | 67,6887376 | 68,645297 | 72,1675433
F4 40,8694149 | 44,7405363 | 47,9778369 | 51,0386303 | 55,9647828 | 60,9912234
F5 35,4376023 | 39,6276464 | 46,608053 | 48,5613067 | 53,0708923 | 57,6389856
F6 52,5985822 | 61,7447858 | 70,7824827 | 71,1306081 | 75,2855072 | 79,2188721
F7 39,097563 | 40,8604792 | 47,7032056 | 54,4196986 | 57,9020021 | 64,7882573
F8 35,5623335 | 41,1232686 | 45,9775655 | 49,2752103 | 54,0783016 | 58,1952369
F9 80,8301983 | 82,8161898 | 85,7452691 | 86,6677054 | 87,8689377 | 88,0134986
F10 81,4863706 | 83,180232 | 86,6369161 | 89,3048556 | 90,5246082 | 91,7443608
F11 35,6589846 | 42,7405734 | 47,8812823 | 53,6814408 | 61,5086572 | 66,9790909
F12 41,9463354 | 47,2642854 | 52,9957261 | 57,5862387 | 64,0489454 | 69,1486641




ANNEXE 11

Taux de Libération du VAL dans le milieu gastrique (pH=1.2)

TAUX(%) 0 min 30 min 60min 90min 120min
Formulation
F1 0 5,8450072 7,0646789 7,3621678 7,4709567
F2 0 3,7510987 5,8054322 5,9134891 6,0613792
F3 0 4,4641236 | 4,7814561 4,8926670 5,0524579
F4 0 6,9626790 | 8,3025790 8,5115708 8,6907123
F5 0 6,8341209 8,1402312 8,4823221 8,7126789
F6 0 3,7041001 4,221211 4,3521456 4,4323122
F7 0 4,9433223 5,7512424 5,9934322 6,0423411
F8 0 6,2943322 7,4332113 7,6332213 7,7612360
F9 0 3,0402314 3,0821343 3,1409765 3,1702344
F10 0 3,2342890 3,2745120 4,1145700 4,3843212
F11 0 3,7621004 3,8900415 4,0943212 4,2321113
F12 0 3,9531254 | 4,2112341 4,3712315 4,4923776




ANNEXE 11

Taux de Libération du CC dans le milieu gastrique (pH=1.2)

JTaux (%) 0 MIN 30 MIN 60 MIN 90 MIN 120 MIN
Formulati

F1 0 5,1023412 5,8310342 5,9810034 6,3715634
F2 0 2,7702345 3,0812345 3,3834001 3,6702345
F3 0 5,54231570 5,9123400 6,320034 6,9132567
F4 0 3,5211589 3,8408870 4,1344321 4,5023124
F5 0 3,2408345 3,5300345 3,8223123 4,0156123
F6 0 6,2922134 6,7411249 7,151223 7,6534112
F7 0 3,4944567 3,6300432 4,3711230 4,6423456
F8 0 3,44012346 3,75045611 4,020321 4,38047821
F9 0 6,4254006 6,6511230 7,0400213 7,820347
FO 0 6,6412005 6,7900055 7,284512 7,83032111
F11 0 4,0423144 4,3821001 4,8423124 5,2812445
F12 0 4,5440781 4,8710578 5,1634567 5,5701123




ANNEXE 11

Chromatogramme de la libération du valsartan

Chromatogramme de la libération du candesartan cilexetil

Chromatogramme de la libération du principe actif de la formulation (FCV6)




Résumé :

La maladie de I’hypertension artérielle nécessite des prises répétées de médicaments
antihypertenseurs par différentes voies, entre autres la voie orale qui est une mode
d’administration traumatisant mais qui peut aussi poser un probléme d’observance du
traitement chez le patient. Dans le but de pallier a ces difficultés, nous avons envisagé le
développement d’une nouvelle forme galénique susceptible de faciliter la mise au point d’un
systeme thérapeutique (Microparticules) par voie orale a libération prolongée. Ces
microparticules sont chargées d’une association de deux antihypertenseurs ; le Valsartan et le
Candesartan ciléxetil, préparées par la technique d’émulsion et d’évaporation du solvant en
utilisant deux polymeres biodégradables, le Poly acide lactique (PLA) et le Poly vinyl
pyrrolidone (PVP).

Ces microspheéres obtenues ont été caractérisées et quantifiées par différentes techniques. Les
résultats de 1’étude quantificative par HPLC montre que le taux d’encapsulation des 02
principes actifs est proportionnel a la quantité du PLA et inversement proportionnel a la
quantité du PVP K30. L‘analyse par Microscopie optique des échantillons indique que la
taille des microspheres augmente avec 1’augmentation de la quantité en PLA. L’analyse par
Microscopie Electronique a Balayage (MEB) a montré des microsphéres de forme sphérique
et de taille variable comprise entre 15 pm et 40pum. L’étude de la cinétique de libération in
vitro des microsphéres, indique que I’utilisation du PVP K30 a amélioré la biodisponibilité
des principes actifs.

Mots clés : Micro encapsulation, Candesartan ciléxetil, Valsartan, Poly acide lactique(PLA),

Poly vinyl pyrrolidone (PVP), Dissolution, hypertenseurs.
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