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I ntroduction Générale

Le marché du médicament ne cesse de connaitre un grand essor motivant les industriels a
multiplient les gammes des produits pharmaceutiques afin d’'une part d augmenter leur
bénéfice et d’ autre part, de répondre ala demande des patients [1].

Parmi les médicaments connus pour traiter les maladies chroniques et ayant prouvé leur

efficacité thérapeutique, figurent les antihypertenseurs[1].

A cause des conséquences directes de I'hypertension artérielle, telles que |I’hémorragie
cérébrale, I'insuffisance cardiague hypertensive et |'insuffisance rénale progressive,
I"hypertension devient un probléme clinique majeur dans le monde entier. Dans les pays
dével oppeés, les maladies cardiaques sont les premiéres et |es troisiémes causes de morbidité et

de mortalité, respectivement [2].

L’Hydrochlorothiazide est |I'un des diurétiques, considéré comme le médicament de premier

choix dans |e traitement de I’ hypertension [3].

L’ encapsulation présente un intérét particulier pour ces différentes problématiques, ce qui
fait gu 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 [4].

Il existe une énorme gamme des polymeéres capable de transporter des principes actifs et de
réguler leur libération dans le temps [5]. Le choix des polyméres d’ encapsulation dépend d’un
certains nombre de facteurs tels que I’ objectif et les conditions de I’ utilisation du produit; la

nature de polymeére; le procédé d’ encapsulation et le colt d’ utilisation [6].

C'est dans ce cadre que sinscrit notre travail de recherche expérimentale portant sur la
microencapsulation d'un antihypertenseur ; I’Hydrochlothiazide a I’aide d'un polymeére
biocompatible, biodégradable le Poly Acide Lactique (PLA) en utilisant la technique
d’ évaporation de solvant. La cinétique de libération des microsphéres du PLA contenant

I” hydrochlothiazide sont testées in vitro a été étudiée dans un milieu physiologique.
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A cet effet, 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 le principe actif
«Hydrochlorothiazide» ;

e Le deuxieme chapitre expose une recherche bibliographique sur les polymeres
biodégradables ;

e Le troiséme chapitre comporte une synthése bibliographique sur le principe de
I’ encapsulation ainsi que les différents procédeés utilisés ;

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

physicochimique et biopharmaceutique des microparticules.

» Une deuxieme partie constituée de deux chapitres expérimentaux :

e Matérid utilisé et les méthodes de préparation et de caractérisation appliquées ;

e Observation et discussion des résultats obtenus.

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

expérimental.
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Chapitre I Les antihypertenseurs

[.1. Introduction

A cause des conséquences directes de I'hypertension artérielle, telles que |I’hémorragie
cérébrale, I'insuffisance cardiague hypertensive et [’insuffisance rénale progressive,
I"hypertension devient un probléeme clinique majeur dans le monde entier. Dans les pays
développés, les maladies cardiaques et les accidents vasculaires cérébraux sont les premiéres

et |les troisiemes causses de morbidité et de mortalité, respectivement.

Le traitement pharmacologique de | hypertension consiste a administrer des médicaments, y
compris des diurétiques, des bétabloquants, des inhibiteurs calciques, des inhibiteurs de
I’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA) et des antagonistes des récepteurs de
I’angiotensine Il (ARA) [1, 2, 3, 4].

|.2. Hypertension Artérielle (HTA)

L’ hypertension artérielle (HTA) est une pathologie cardiovasculaire définie par une pression
artérielle trop élevée. Souvent multifactorielle, I'HTA peut étre aigue ou chronique, avec ou

sans signes de gravité.

|.2.1.D€&finition del’hypertension artérielle

L’ hypertension artérielle (tension) se caractérise, comme son nom I’indique, par une tension
OuU une pression trop élevée dans les arteres. Cette élévation anormale de la pression est

souvent permanente.

En fait, la tension artérielle est déterminée par la quantité de sang pompée et par la force de
résistance du flux sanguin dans les artéres. Si le ceeur doit pomper plus de sang et plus les
artéres sont étroites aors plus la tension est éevee (risque d hypertension). Il faut plus
considérer I'HTA comme un facteur de risque cardiovasculaire que comme une maladie en
soi. L”hypertension, appelée aussi le tueur silencieux car il N’y aen général aucun symptéme,
peut entrainer infarctus, une attaque cérébral e insuffisance rénale [5].
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1.2.2. Typesd’hypertension artérielle et leurs causes

A. Hypertension primaire

L’ hypertension primaire (ou «essentielle ») représente environ 90% [6] des cas. Elle est
causee par une multitude de facteurs dont les effets s'accumulent avec les années. Les
principaux sont liés a I’age, a |’ hérédité (surtout pour les hommes) et aux habitudes de vie.
Ainsi, I'obésité, la sédentarité, le tabagisme, I'abus d'alcool et le stress contribuent a
I”hypertension artérielle. Ce type d hypertension apparait le plus souvent graduellement a

partir de 50 ans, mais peut aussi survenir avant cet age.

Une forte consommation de sel est également associée a une éévation de la pression
artérielle. Or, selon une enquéte menée par Statistique Canada, plus de 85% des hommes et
60% des femmes ont un apport en sel ou sodium qui dépasse la limite supérieure
recommandée de 2300 mg par jour [7].

B. Hypertension secondaire

L’ hypertension secondaire peut résulter d' un autre probléme de santé, comme un probléme
rénal ou endocrinien ou une anomalie congénitale de I’ aorte. Elle peut aussi provenir de
I" usage fréguent de certains médicaments, par exemple les anti-inflammatoires, qui créent une
rétention d’eau et de sel, les bronchodilatateurs, qui ont un effet stimulant sur le ceeur et les
décongestionnants nasaux, en raison du |I’éphédrine qu’ils contiennent (une substance dont
I’ effet ressemble a celui de I’ adrénaline sécrétée en situation de stress) [8]. Elle peut auss
provenir de la consommation de drogues illégales, telle la cocaine et les amphétamines.
L’ hypertension secondaire apparait plus soudainement et la tension artérielle est souvent plus

éevée.

[.2.3. Familles des antihypertenseurs

Le traitement de |’ 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 les diurétiques, |es bétabloquants, les inhibiteurs
de I’enzyme de conversion(IEC), les antagonistes des récepteurs de |’angiotensine 1l et les

inhibiteurs calciques[9].
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a) Lesdiurétiques

Les diurétiques ou les thiazidiques considérés comme les anciens médicaments contre
I” hypertension sont des médicaments natriurétiques, c est-a-dire qui accélerent |’ élimination
rénale du sodium (généralement en inhibant la réabsorption de cet ion) et entrainent a sa
suite celle de I’ eau par un mécanisme osmotique. Considérés comme le traitement idéal pour
les personnes sans diabéte et sans atteinte cardiovasculaire, il existe différents types de
diurétique, la différenciation repose sur leurs sites d action respectifs. Ainsi on distingue
[9] :

e Lesdiurétiqguesdel’anse;

e Lesdiurétiquesthiazidiques;

e Lesdiurétiques épargneurs de potassium.

b) L es bétabloquants
Ces médicaments s opposent a la stimulation du systeme sympathique en bloquant les
récepteurs beta-adrénergique. Au niveau cardiague, le blocage des récepteurs 3 entraine une
baisse de la fréguence cardiaque, donc de la pression artérielle. Au niveau rénal, le blocage
des récepteurs 3 de |’ appareil juxta-gromérulaire entraine une diminution de la sécrétion de
rénine; il s'ensuit une baisse du taux d’angiotensine Il et d' adostérone, ce qui amene une

baisse de la pression artérielle [9].

¢) Lesinhibiteursdel’ enzyme de conversion(IEC)
Lesinhibiteurs de I’ enzyme de conversion bloquent la production d’ une hormone produite par
les reins désignés par le terme d’'angiotensine, qui favorise la contraction des vaisseaux.

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

d) Antagonistes desrécepteursdel’angiotensinel |
L es antagonistes des récepteurs de I’ angiotensine |1 sont une nouvelle classe de substances qui
inhibent le systeme rénine-angiotensine mais par un medecinisme différent de celui de
I’inhibiteur de I’ enzyme de conversion d angiotensine. Ils agissent par antagonisme au niveau
des récepteurs de I’ angiotensine I1. IIs inhibent donc I’ effet vasoconstricteur de I’ angiotensine

Il exogene et préviennent la sécrétion d’ aldostérone induit par ce peptide [10].
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€) Lesinhibiteurscalciques
Les inhibiteurs calciques bloguent les canaux calciques lents et empéchent donc I’ entrée de
calcium dans les cellules. Ce blocage s exerce aux deux niveaux vasculaires et myocardique.
On distingue deux types d’inhibiteurs calciques[9] :
e Lediltiazem et le verapamil ;

e Lesdihydropyridines.
|.3. Hydrochlothiazide
1.3.1. Définition
L'Hydrochlothiazide, en abrégé HCTZ, HCT, ou HZT (figure 1.1), est un médicament
diurétique de la classe thiazidique qui agit en inhibant la capacité des reins a retenir |’ eaw.
Cela permet de réduire le volume du sang, diminuant le retour du sang vers le ceeur et de
sortie ainsi cardiaque et par d'autre mécanismes, est soupconné d abaisser la résistance

vasculaire périphérique.

L’ Hydrochlothiazide est un diurétique épargnant le calcium, ce qui signifie qu’il peut aider le

corps a se débarrasser de I’ exces d eau tout en gardant le calcium [11].

Figurel.l. Structure de |’ Hydrochlorothiazide [12]
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|.3.2. Utilisation médicale

L'Hydrochlothiazide est fréquemment utilise pour le traitement de |'hypertension, de
I'insuffisance cardiaque congestive, de |I'ccdéme symptomatique, du diabete insipide, de
I"acidose tubulaire rénale et de la prévention des calculs rénaux. Il est aussi parfois utilisé
pour lamaladie hyper calciurie et lamaladie de Méniere. Pour le diabéte insipide, I’ effet des
diurétiques thiazidiques est vrai semblablement méditée par une augmentation de I’ hypo

volémie induite en sodium proximale et la réabsorption de |’ eau [13].

1.3.3. Propriétés phar macodynamiques

L’ hydrochlorothiazide est un diurétique thiazidique qui agit en inhibant la réabsorption du
sodium par le tubule au niveau du segment cortical de dilution. Il augmente I’excrétion
urinaire du sodium et des chlorures et, a un moindre degré, I’ excrétion du potassium et du
magnésium, accroissant de la sorte la diurese et exercant une action anti hypertensive. Le
délai de I'apparition de I'activité diurétique est d’environ 02 heures. Cette activité est

maximal e au bout de 04 heures et se maintient de 06 212 heures.

L’ effet thérapeutique des diurétiques thiazidiques reste en plateau au-dela d’ une certaine dose,
tandis que les effets indésirables continuent d’ augmenter : en cas d'inefficacité du traitement,
il Nest pas utile, et souvent mal toléré, d'augmenter les doses au-dela des posologies
recommandeées [14].

|.3.4.Propriétés phar macocinétiques

a) Absor ption
La biodisponibilité de I’ hydrochlorothiazide varie selon les sujets entre 60 et 80%. Le temps
nécessaire pour obtenir le pic plasmatique (Tmax) varie entre 1,5 et 05 heures, la moyenne se

situant aux environs de 04 heures.

b) Distribution
Laliaison aux proténes plasmatiques est de 40% .La demi-vie est trés variable d’ un sujet aun

autre : elle est comprise entre 06 et 25 heures.
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c) Elimination
La clairance rénale représente 90% de la clairance totale. Le pourcentage de produit inchangé
retrouve dans les urines est de 95%. Chez les insuffisants rénaux et cardiaques, la clairance
rénale de I’ hydrochlorothiazide est diminuée, et |a demi-vie d’ élimination augmenteée. Il en est
de méme chez les sujets agés, avec en outre une augmentation de la concentration plasmatique
maximale. Il existe un passage dans le placenta et le lait maternel [14].

1.3.5. Mécanisme d’action
L’ hydrochlorothiazide est un diurétique thiazidique. En inhibant le Co-transport Na+ Cl- au
niveau du tubule contourné distal, il permet de diminuer la réabsorption du sodium et de

faciliter celle du calcium. Aingi, il augmente I’excrétion urinaire du sodium, et accroit-la
diurese[15].

Figurel.2: Mécanismed actiond HCTZ [15]
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a. Pharmacologie clinique

Le mécanisme de I’ effet antihypertenseur des thiazides est inconnu, |I”hydrochlothiazide n’a
généralement pas d'effet sur la tension artérielle normale. L’hydrochlothiazide affecte le
mécanisme tubulaire réna distal de la réabsorption d’ électrolytes. A |a dose thérapeutique
maximale, tous les thiazides ont une efficacité diurétique a peu prés égale [16].

L'Hydrochlothiazide augmente |'excrétion de sodium et de chlorure en quantités
approximativement équivalentes. La natriurése peut s accompagner d’ une perte de potassium
et de bicarbonate. Aprés une prise orale, la diurése commence dans les 2 heures, atteint son

maximum en 04 heures environ et dure environ 06 a 12 heures.

b. Phar macocinétique et métabolisme

L’ hydrochlothiazide n’ est pas métabolisé mais est éliminé rapidement par le rein. Lorsque les
taux plasmatique ont été suivi pendant ou moins 24 heures, il a été observé que la demi-vie
plasmatique varie entre 5,6 et 14,8 heures. Au moins 61% de la dose orde est éiminée
inchangée dans les 24 heures. L’ hydrochlothiazide traverse la barriere placentaire mais pasla

barriere hémato-encéphalique et est excrété dans le lait maternel [16].

|.3.6. Indications et utilisation de|’Hydrochlorothiazide

Les comprimés d’ hydrochlothiazide, USP, sont indiqgués comme traitement d’ appoint dans
I’ccdéme associé a I'insuffisance cardiaque congestive, a la cirrhose hépatique et a la

corticothérapie et al’ oestrogénothérapie [17, 18].

Les comprimés d” hydrochlorothiazide, USP ont également été trouvés utiles dans |’ cedéme en
raison de diverses formes de dysfonctionnement rénal telles que le syndrome néphrotique, la

glomérulonéphrite aigue et I’ insuffisance rénale chronique [17, 18].

Les comprimés d’ hydrochlorothiazide, USP sont indiqués dans la prise en charge de
I” hypertention soit comme seul agent thérapeutique, soit pour augmenter |’ efficacité d’ autres

meédi caments antihypertenseurs dans les formes plus sévéres d’ hypertension [17, 18].
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|.3.7. Effetsindésirables

Les effets indésirables de I’ hydrochl orothiazide sont résumés ci —dessous [19] :

e Fonction cardiovasculaire: Hypertension orthostatique (pouvant étre aggravée par
I’acool, les barbituriques ou les narcotiques) ;

e Systeme nerveux central : Etourdissements, vertiges, paresthésies, céphalées,
xanthopsie;

e Appareil digestif : Anorexie, irritation gastriques, nausées, vomissements, crampes,
diarrhée, constipation, jaunisse (ictére chole statique intra hépatique), pancrédtite,
Sialadénite ;

e Fonction hématologique : Leucopénie, agranulocytose, thrombocytopénie, hypoplasie
médullaire ;

e Hypersensihilité: Purpura, photosensibilité, éruptions cutanées, urticaire, angéite
nécrosante (vascularit€), fievre, détresse respiratoire (comprenant la pneumopathie
inflammatoire), réactions anaphylactiques ;

e Autres effets: Hyperglycémie, glycosurie, hyper uricémie, spasmes musculaires,

faiblesse, agitation, vue temporairement brouillée.

En cas de réaction indésirable modérée ou grave, on doit soit réduire la posologie des

thiazides, soit interrompre le traitement.
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Chapitre I1 Les polymeres biodégradables

[1.1. Introduction

Un polymere est un systeme formé d'un ensemble de grosses macromolécules, résultant de
I'assemblage covaent d'un tres grand nombre d'unités qui dérivent d'un ou plusieurs monomeres
(appelés unités). Autrement dit, ils sont formés d'enchainements de monomeres liés entre eux par
des liaisons chimiques. [1]. Les polyméres biodégradables sont des matériaux qui sont aptes a subir
un processus de décomposition sous forme de dioxyde de carbone, de méthane, d'eau, de composés

non organiques ou de biomasse, |e tout sous |'action enzymatique des micro-organismes [2].

[1.2. Biodégradions des polymeéres

La biodégradation est définie comme la décomposition/dégradation des matériaux organiques par
des microorganismes (bactéries enzymes, champignons et algues). Ces matériaux perdent leurs
propriétés mécaniques, ils sont modifiés chimiquement et ensuite convertis en H,O, CO, et/ou CHy,
une nouvelle biomasse et éventuellement des résidus [3]. Le processus biochimique est résumé par
les équations suivantes (C représente le carbone):

» Conditions aérobiques :

Cpolymere+tO, —,  CO »+ H,0O + Crésidus + Cbiomasse + sels

» Conditions anagrobiques :

Cpolymére+O, ——» CO,.+H0 + CH,4 + Crésidus +Chiomasse + sels

La biodégradation peut donc avoir lieu en présence ou en absence d oxygene, en milieu solide ou

aqueux. Il existe trois é éments clés indispensabl e pour la biodégradation [4,5]:
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% microorganismes

La base de tout processus de biodégradation est |'existence de microorganismes capablesde
synthétiser les enzymes actives sur le polymere cible, afin d’initier le processus de fragmentation et

de minéraliser les monomeres et oligomeéres formés par le processus.

% L’environnement

Certains facteurs sont indispensables au processus de biodégradation, comme la température,
I"humidité, les sels minéraux, I’ oxygene, I’ @ ément le plus significatif étant I’ humidité ;

% Lesubstrat

La structure du polymére influence le processus de biodégradation. Ces facteurs structuraux
comprennent les liaisons chimiques, le degré d’ hydrophobicité, La stéréochimie, la distribution des

masses mol éculaires, la cristallinité et d' autres aspects morphol ogiques.

I1.3.Propriétés des polymeres biodégradables

Les polymeéres biodégradables présentent des propriétés particuliéres et intéressantes pour des
applications pharmaceutiques et médicales. Parmi ces propriétés, on peut citer ; la biodégradabilité,
la biocompatibilité et 1a biorésorbabilité.

v+ Biodégradabilité

La biodégradahilité est un processus naturel de décomposition de la matiére organique. Elle est due
a la présence de liaisons facilement clivables comme les liaisons esters ou amides conduisant a la

formation de molécules simples et de fragments de plus petite taille [6].

+  Biocompatibilité et biorésorbabilité

Un matériau biocompatible est un matériau qui est capable d'assurer une fonction avec uneréponse
appropriée et sans effets indésirables sur I’environnement biologique dans lequel il est appelé a
fonctionner. En plus de la biocompatibilité, on recherche également pour des applications médicales
spécifiques, des matériaux bio résorbables pouvant se décomposer tout naturellement dans

I’ organisme humain pour étre remplacés aprés par un tissu vivant [6].
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I1.4.Classification des polymér es biodégradables

Il existe une grande variété de polymeéres biodégradables selon leur nature chimique, leur mode de
production ou leur mécanisme de dégradation. En conségquence, plusieurs classifications ont été
établies (figurell.1) [7] :

Figurell.1l: Classement des polymeéres biodégradables[7]

v Polymeresissus delabiomasse

Ils se forment a I’ intérieur des cellules des végétaux par des mécanismes métaboliques complexes.
Il Sagit principalement des polysaccharides (amidon, cellulose, chitine..) et des protéines
(collagene, gélatine...). Ces polymeéres sont tres abondants dans |a nature et leur co(t reste modéré

[8].
v Polyméres produits par des micro-organismes
IIs sont synthétisés par fermentation de matiéres premiéres d’ origines naturelles, puisexcrétés ou

stockés organismes. 1l s agit principalement de la famille des polyhydroxyal canoates (PHA) [9].
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v Polymeéresissus dela biotechnologie

Ce sont des polyméres dont le monomere est produit par des bactéries. Une fois le monomeére
extrait, le polymere est synthétisé par voie chimique classique. On citera a titre d’exemple un
polymeére issu de la biotechnologie, le polyacide lactique est obtenu par polymérisation de I’ acide

lactigque, lui-méme obtenu par fermentation du glucose [10].

v Polyméresissus dela synthése classique

Ils sont obtenus conventionnellement par synthese chimique de produits issus de ressources
fossiles (pétrole). Parmi eux, on citera atitre d’exemple le poly (butyléne adipate-co-téréphtal ate)
(PBAT) qui est un copolymeére statistique semi-cristallin [10,11].

[1.5. Applications des polymer es biodégradables

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

meédecine, I’ agriculture et les emballages [12].

e En médecine et pharmacie

Plusieurs types des biopolymeéres sont actuellement employés dans le domaine médical. Dans ce
domaine, les polyesters de synthése tels que les polyacides (PLA) et les polyglycolides (PGA) ainsi
gue leurs copolymeéres polyacides-Co-glycolides (PLGA) sont connus et utiliséspour les fils de
suture et les implants médicaux. Ces biopolymeéres sont bien tol érés et ne présentent aucune toxicité
pour I'organisme [13]. D’autres biopolymeres comme les polyhydroxyalcanoates (PHA), la
cellulose ou les polyacides aminés conviennent également pour les applications

Médicaes[7, 12, 14].

e Enagriculture
En agriculture, la propriété de biodégradabilité des biopolyméres est essentielle dans les
applications [15]. Dans ce domaine, les films de paillage a base de biopolymeres s imposent
progressivement en remplacement aux paillis en polymeres conventionnels. Leur fonction
principale est de réduire I’ évaporation de I’ eau et d’ accroitre |la température du sol pour favoriser la

croissance des jeunes plantes au printemps.
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Des travaux d'enlévement, de nettoyage et de traitement des déchets plastiques sont dés lors
indispensables par |a suite. Ainsi les paillis en polymeéres 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 I'incinération habituelle des
films de paillage conventionnels, productrice d' ééments toxiques dans I’ 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
gue des nutriments. Elles se biodégradent dans le sol au fur et a mesure que les semencesgerment et
S enracinent. En agriculture marine, les biopolymeres sont employés pour confectionner les cordes
et les filets de péche. Ils sont Egalement utilisés comme supportspour |es cultures marines [16].

e Enemballage

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

emballages d autres fonctions grace aleurs propriétés intrinseques [17].

[1.6. Avantages et inconvénients des polymer es biodégradables

Les principaux avantages des polymeres biodégradables sont comme suit [18] :
e Neutralité entermesde cycle CO; ;
e Gestion defin deviefacilitée par le compostage ;
e Panel varié de biopolymeres disponibles;
e Issus de ressources abondamment renouvel ables;

e Transformables par les processus traditionnels (extrusion, extrusion gonflage,injection,

thermoformage) ; Haute valeur gjouté
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Les inconvénients des polymeres biodégradabl es sont comme suit [18] :

e Prix de vente élevé (codt et faible production) ;
e Propriétés physiques parfoislimitées;

e Flou normatif et Iégidatif concernant la notion de biodégradabilité (secteur du

polymeére peu structuré internationalement) ;

e Compostage industriel des déchets bio-polymériques peu développé ;
e L’inconvénient majeur de ces bio polymeres est leur colt de revient élevé,avoisinant
7,5 €/kg.

[1.7. Poly acide lactique (PLA)

I1.7.1.Historique

Comme son nom I’indique, C’est dans le lait que, en 1780, Carl Wilhelm Scheele atrouvé un acide
gu’il aséparé en cristallisant un sel de calcium. Scheele avait découvert « I’ acide lactique » maisiil
pensait avoir trouvé un composant du lait et non un produit de fermentation du lait. L’ acide lactique
a é&é ains employé pendant des siecles comme conservateur dans beaucoup de produits

alimentaires[19].

11.7.2. Composition chimique del’acide lactique

L’ acide lactique, monomere du PLA, est un acide carboxylique hydroxylé de formule (C3HeOs).
L’atome de carbone 2 portant le groupe hydroxyle est asymétrique rendant la molécule d acide

lactique chirale. Il se présente donc se forme de deux énantiomeres (Figurell. 2) [20]:

e D- (-)-acidelactique ou (R) -acide lactique (R pour « Rectus »);

e L-(+)-acidelactique ou (S)-acide lactique (S pour « Sinister »).

Ces deux énantioméres sont représentés sur la figure 11.2 ci-dessous, tel que, le L- lactide a

gauche et le D-lactide adroite.
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Figurell.2: Stéréo —isomeres del’ acide lactique [20].

Selon la dimérisation (condensation de deux unités monomere), trois configurations différentes
peuvent étre observées: LL (L-lactide), DD (D-lactide) ou LD (méso) qui est sans activité optique,

voir lafigurell.3[21].

H
H

Figurell.3: Lestroisisomeres du lactide [20]
Apres |’ obtention de I’ acide lactique, des réactions nécessaires sont utilises afin de polymériser le

monomeére. Le polymere, ains formé, a une masse moléculaire importante et peut ére utilisé

comme matiere plastique [22]. Laréaction de polymérisation est représentée sur lafigurell.4.
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Figurell.4 : Obtention du PLA apartir du lactide [20].
11.7.3. Propriétésdu PLA

Le poly (acide lactique) (PLA) est apparu comme un biopolymeére tres prometteur utilise seul ou en
copolymére dans divers domaines d'application a savoir la médecine, I'agriculture et

I’emballage...etc.

Le poly (acide lactique) est un polyester aliphatique thermoplastique dérivé 100% de ressources
renouvelables tel le mais. Grace a sa durabilité, sa biodégradabilité, sa transparence et ses

propriétés mécaniques, la production du PLA n’acessé de croitre [23].

Cependant, il faudra tout de méme attendre la fin des années 1990 Pour que les industriels tirent

réellement profit des propriétés de ce polymeére [24].
11.7.4. Avantagesdu PLA

Le PLA présente I'’avantage d étre «renouvelable, biodégradable, recyclable, compostable et
biocompatible », ainsi que d’ autre propriétés avantageuses, telles que [20 ,22] :

e une rigidité importante ;

e tresbonnes propriétés barriére aux graisses, aux huiles et aux aromes;

e Un bon niveau de perméabilité alavapeur d’ eau (respirabilité) ;

e Unebonnerétention au pli ;

21



Chapitre I1 Les polymeres biodégradables

Tout de méme, le PLA présente quel ques inconvénients, tels que [25, 26] :
e |l n'est pas approprié a I’emballage des liquides carbonatés du a sa faible barriere a
I’ oxygene O, alavapeur d' eau ainsi qu’ au dioxyde de carbone (COy);

e Faible résistance thermique (58°C), peu de souplesse.

11.7.5. Dégradation de poly (acide lactique)

La dégradation normale de ce polymére résulte d'une simple hydrolyse a pH neutre, sans avoir

recours ades enzymes. Selon la composition du polymere, lataille et |’ épaisseur de |’ échantillon,

L’ hydrolyse peut étre terminée en quelques mois a quelques années. Le taux d’hydrolyse dépend
bien sur latempérature, de la quantité de monomere résiduel et d acide présents. Cette vitesse de

dégradation est d’un grand intérét pour les applications biomédicales et pharmaceutiques [27].

Par thermo dégradation, en présence de microorganismes, dans des conditions d humidité et de
températures adéquates (définies par des normes internationales), le polymeére est en partie dégradé

généralement a plus de 60% en moins de six mois) [24].

11.7.6. Application de PLA

Les applications du PLA peuvent se diviser en trois catégories [20, 22, 28] :

e Produits domestiques: vétements, bouteilles, vaisselle jetable, emballages aimentaires,
films, cartes de transaction ;

e Produits pharmaceutiques /biomédicaux : fils de suture, peau artificielle, implants
orthopédiques ou encore systemes a libération contrélée de médicaments ;

e Produits d'ingénierie : applications éectrique / électronique, fibres.
Le plus grand producteur mondial de PLA. Nature Works (U.S.A.) produit annuellement
140 000 mégatonnes de PLA. L’entreprise produit principalement des produits utilisés
dans : emballages, contenants, vétements, fibres, etc. L’ entreprise Purac (Pays Bas) limite

quant a elle sa production au domaine biomédical et pharmaceutique.
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11.7.7. Processus delibération du PA a partir des systémes matriciels polymériques

La libération des principes actifs a partir des systemes matriciels polymériques biodégradables, se
fait par deux phénomenes principaux ; la diffusion des principes actifs dans les matrices et la
dégradation des polymeéres. Plus précisément elle se fait par la pénétration de I’ eau dans la matrice ;
ici un phénomene de solubilisation du principe actif ainsi que le clivage des groupements esters va
avoir lieu, suivi de la dissolution des cristaux et des agrégats de polymorphes de PA, puis de la
dissolution des excipients, ensuite viendra I’ é&ape de la diffusion des ions/molécules de PA et/ou

des excipients dissous pour finir par le gonflement et/ou la dissolution du polymere [29].
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[11.1. Introduction

L’ encapsulation est une technigque trés vaste et répandue dans divers domaines gréce a ses
avantages comme la protection des matériaux encapsulés contre la lumiere, I"humidité; le
masguage de golt des médicaments; la conversion des liquide aux solides; le contrdle des
caractéristiques de libération et la disponibilité des matériaux revétus. L’ encapsulation
consiste a appliquer des revétements relativement minces sur de petites particules de solides,
de gouttel ettes de liquides et de dispersions [1].

I11.2. Historique de |’ encapsulation

Suite a la découverte de la coacervation par les deux chimistes chercheurs (Bingenburg de
Jong et Kaas), en1931, les premiers essais d encapsulation ont été faits, ce phénomeéne
physique permet de réaliser des systemes colloidaux. Le développement de cette technique de

I’ échelle du laboratoire ala production industrielle aura duré une vingtaine d’ années [ 2, 3, 4].

L’une des premiéres et plus importante application remonte a 1953 lorsque B. Green et L.
Schleicher ont fabriqgué des microcapsules colorantes par coacervation de géatine et la
gomme arabique pour la fabrication de papier autocopiant sans carbone. Les technologies
développées pour ce dernier ont conduit au développement de divers produits de

microcapsules dans les années ultérieures [4,5].

C’est en 1970 que la premiere utilisation de microparticules dans I’ industrie pharmaceutique a
été réalisée par W. M. Holliday, comme une composition a libération prolongée administrée
par voie orale comprenant de I’ acide acétylsalicylique encapsulé dans un revétement mince
continu d' éthyle cdlulose. Cette nouvelle composition pharmaceutique a servi en tant que
stratégie visant aréduire I’ effet irritant de I’ acide acétylsalicylique sur la muqueuse gastrique,

afin deréduire la frequence de I’ administration et d’améliorer I’ observance de patient [5,6].
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[11.3. Définition del’encapsulation

L’ encapsulation regroupe |’ensemble des technologies qui permettent la réparation de
particules dispersées, constituées d’un matériau enrobant contenant une matiére active, elle
consiste a enfermer ou bien emprisonner des particules solides des gouttel ettes de liquides ou
gaz inerte dans une coquille, ce qui lesisole afin de les protéger de I’ environnement extérieur

ou de maitriser leur libération dans des conditions précises (pH, température,...) [2, 4, 7,8].

La microencapsulation est I'un des domaines les plus prometteurs de la technologie
pharmaceutique. Aujourd hui, elle est largement étudiée a I'intérieur de grandes entreprises

pharmaceutiques ainsi que des instituts de recherche pour ses énormes intéréts[9,10] .

[11.4. Objectifsdela micro encapsulation

Lamicro encapsulation est utilisée a cause de nombreux raisonstels que [11,12] :

v Rédliser une diffusion ciblé ou soutenu par le développement des formes posol ogiques
alibération modifiée.

v" Masguer le gout des principes actifs pour faciliter leur manipulation pratique.

v" Protection des médicaments contre les risques environnementaux tels que I humidité,
lalumiére, I’ oxygene ou la chaleur et 1a biodégradation gastro-intestinale.

v Amédioration de la compatibilité entre les différents médicaments et les excipients de
laformulation.

v" Une manipulation facile des substances hygroscopiques et toxiques tels que les
herbicides, lesinsecticides et les pesticides.

v" Préparer des cellulesimmobilisées ou des enzymes.

[11.5. Typesde structures des microparticules

Les microparticules sont les particules formées d'une membrane de polymeres qui
contiennent des principes actifs dont la taille varie entre 1um et 1 mm. Ces particules
présentent deux types de morphologies soit une microcapsule soit une microsphere (Figure
111.2) [13].
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Figurelll.l : Représentation schématique des différents types de microparticules [13]

[11.5.1. Systémes vésiculaires (Microcapsules) :

L es microcapsules sont des systemes réservoirs composes d’ une écorce polymeérique piégeant
un ceeur liquide, solide ou gazeux. C’est-&-dire une particule réservoir constituée d' un cceur
de matiére active liquide (plus ou moins visqueux) ou solide, entouré d’ une membrane solide

continue de matériau enrobant [14].

[11.5.2. Systémes matriciels (Microspheres) :

L es microsphéres sont des systemes sphériques constitués d’ une matrice (polymere, cire) dans
laquelle 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 matiére active, a I’éat de molécules, de fines particules solides ou
encore de gouttelettes de solution. Le type de microparticules dépendra en partie de
I” 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
[14].

29



Chapitre 111 La microencapsulation

[11 .6. Préparation de microparticules:

Diverses méthodes de préparation des microparticules a partir de polymeres préformés
existantes et largement décrites dans la littérature. Parmi les techniques les plus utilisées on
peut citer la nano précipitation, émulsion/évaporation de solvants, le séchage par
pulvérisation, le systéme d électro-spray coaxial, la coacervation, I’enrobage en lit d'aire
fluidise [15]

Choisir la méthode adéquate pour une application donnée est une éape tres importante, car
elle détermine les caractéristiques des particules résultantes (la taille, [I'efficacité
d encapsulation). Pour une encapsulation efficace, le choix et la sélection du procédé sont
bases essentiellement sur les caractéristiques physico-chimiques du principe actif utilisé
notamment de sa solubilité [16], mais aussi |a nature du polymeére, I utilisation prévue et la
durée du traitement. La méthode de micro-encapsulation utilisée doit répandre aux exigences
suivantes[17] :
» Ladtabilité et I’ activité biologique de la substance active ne doivent pas étre affectées
au cours du procédeé d’ encapsul ation ou dans les microparticules (produit final).
» Lerendement de fabrication des microparticules dans la gamme de taille souhaitée et
I efficacité d’ encapsul ation doivent étre élevés.
» Lagualité des microparticules et les profils de libération de |a substance active doivent

étre reproductibles.

[11.7. Techniques de la micro encapsulation :

Selon la nature du procédé, les différentes techniques de la microencapsulation sont

regroupées dans le tableau 1.1 suivant [18, 19] :
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Tableau |.1 : Classification des techniques d’ encapsulation selon la nature du procédé [18,19]

iz , . Tailledes Typede
Type de procede Mode d’encapsulation microparticules microparticule
obtenue
Séparation de phase ou 2 -1200um Microsphéres
Procédés coacervation Microcapsules
Physico- Evaporation-extraction de
chimiques solvant 0,5 -200um Microsphéres
Gélification thermique
d’ émulsions Microsphéres
Nébulisation /séchage 1-200um Microsphéres
Gélification ou congéation 200-800um Microsphéres
Procédés gouttes
M écanique
Enrobage en lit fluidisé 35-5000um Microcapsules
Extrusion/Sphéronisation >200um Microsphéres
Lyophilisation (Freeze
drying) - Microcapsules
Polymérisation interfaciale 2-2000um Microcapsules
Procédés Polymeérisation en milieux Microsphéres
chimiques dispersés par voieradicalaire -
ou anionique
Nébulisation/séchage 1-200um Microsphéres
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I11.8. Emulsions

Les émulsions font partie de notre vie quotidienne, soit sous la forme de produits
consommables dans le domaine aimentaire, de la santé, I’ hygiene, les cosmétiques ...€tc.,
soit comme un intermédiaire pour I’ obtention d’ autres produits tel's que les polymeres [20].

I11.8.1. Définition d’'une émulsion

Le terme émulsion désigne un systeme hétérogene comprenant au moins un liquide
immiscible dispersé dans un autre sous la forme de gouttelettes dont les diamétres sont en
général supérieurs a 0,1 um. Un tel systéme se caractérise par une stabilité minimale qui peut
étre accrue par I’ gjout d' additifs tel que des tensioactifs, permettant d’ éviter la séparation des
phases. Les deux liguides ou phases formant I’ émulsion sont appel ées symboliquement eau (E
ou W) et huile (H ou O) [20, 21,22].

[11.8.2. Différentstypes d’émulsion

Il est possible de décrire une émulsion suivant plusieurs parametres: type, quaité de la
dispersion, stahilité, rhéologie et éventuellement propriétés organol eptiques. Parmi les critéres
de classification les plus utilisées dans la littérature, le sens des émulsions et la solubilité de
principe actif dans|’eau [20, 21,23].

e Selonleur sens:
- Emulsion directe ou hydrophile ou bien huile dans |’eau (H/E) si |a phase continue
est la phase aqueuse ;
- Emulsion indirecte ou lipophile ou bien eau dans huile (E/H) si la phase continue est
la phase huileuse ;

e Selonlasolubilité du PA dans!’eau :
-Emulsion simple, eau dans huile(E/H) ou huile dans |’ eau (H/E) ;

- Emulsion double ou complexe, eau dans huile dans eau(E/H/E) ;

Ces différents types d’ émulsion sont regroupés dans lafigurel .6.

32



Chapitre 111 La microencapsulation

Figure. 111.2 : Représentation des différents types d’ émulsions [23]

Emulsionssimples:

Les émulsions simples sont formées de gouttes liquides dispersées dans une phase continue.
Cetype d émulsion, direct ou inverse, est fixé au premier ordre par la solubilité préférentielle
du tensioactif dans |’ une des phases, en accord avec la régle empirique de Bancroft (Bancroft,
1913) : le recours a un tensioactif hydrosoluble permet de former préférentiellement une

emulsion directe, aors qu’ un tensioactif liposoluble favorise une énulsion inverse [20,23].

Cette méthode est la plus simple, elle seffectue en préparant la phase dispersée par
dissolution du PA et le polymére dans un solvant organique X, puis en réalisant
I”émulsifcation (la mise en suspension) qui consiste a introduire la phase hydrophile dans la
phase lipophile. Cette étape est suivie par I’ évaporation du solvant organique qui engendre la
solidification des gouttel ettes de la phase dispersée. Enfin les particules obtenues sont lavées
pour éliminer le solvant résiduel, puis seéchées et récupérées [21,24]. Le protocole est

schématise sur lafigurelll.3.
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Figure. I11. 3 : Représentation schématique de processus d’ émulsion

[11.9. Applications dela microencapsulation :

La fabrication de capsules renfermant des colorants pour la préparation de papiers permet la
duplication sous faible pression, a la fin des années 1950, est la premiere application
industrielle de la microencapsulation. Puis les recherches dans |le domaine de |’ encapsulation
se sont intensifiées, afin de développer de nouvelles technologie d encapsulation,
d encapsuler de nouveaux composés, et de proposer de nouveaux matériaux enveloppants,

comme par exempl e des polymeres biocompatibles pour |le domaine médical [25].
On trouve désormais des applications de la microencapsulation dans de nombreux domaines
industriels, listés dans le tableau suivant, dans lequel sont également précisés des exemple de

composés encapsul és [ 25, 26,27 ,28].

Le tableau 111.2 regroupe les différentes applications de la microencapsulation dans

I’industrie.

34



Chapitre 111 La microencapsulation

Tableau 111.2 : application de lamicroencapsulation dans I'industrie [25, 26,27 ,28]

Domaineindustriel Exemples de composés encapsulés

Antibiotiques,  contraceptifs,  enzymes,
Pharmacie et médical vaccins, bactéries, vitamines, minéraux,

antigéenes, anticorps....

Parfums, huiles essentielles, anti transpirants,
Cosmétique agents bronzants, cremes solaires, colorants
capillaires, baumes déméants, mousses a

raser...

Huiles essentielles, graisses, épices, aromes,
Alimentaire vitamines, minéraux, colorants, enzymes,

levures, micro organismes...

Agriculture Herbicides, insecticides, engrais, répulsifs,

hormones végétales...

Enzymes immobilisées, microorganismes,
Biotechnologie cellules vivantes, cellules artificielles,

cultures tissulaires, composes nutritionnels. ..

Catalyseurs, enzymes, additifs pour
plastique, eau (plétre et béton), inhibiteurs de
Chimie corrosion, retardateurs d'incendie, colorants
et pigments, agents UV protecteurs, parfums,
huiles essentielles, agents lubrifiants...

Adoucissants, antistatique, agents déclarants,
Déter gents agents  moussants, silicones, cires,

détachants....

Colorants, parfums, pigments, bactéricides,
fongicides, répulsifs d'insectes, agents
Textile antistatique, retardateurs d'incendie, agents
imperméabilisants,  adhésifs,  composés
bioactifs médicaux, composés bioactifs

cosmeétiques
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Colorants, pigments, parfums, révéateurs,
Photographie Graphisme et impression | cristaux  liquides,  toners,  composés

photosensibles...

Halogénures dargent, pigments, colorants,
Photographie composés photo polymérisables, révélateurs

pour photographies couleuse, plastifiants...

Cristaux  liquides,  matériaux  semi-
Electronique conducteurs, adhésifs, agents de séchage,
retardateurs de flammes, antistatiques...

Microorganismes, substrats, détoxifiants,
Traitement des déchets déchets liquides (solidification), déchets
industriels arisques, déchets radioactifs...

[11.10. Mécanisme de libération du principe actif a partir des microcapsules

Une particule se caractérise par sataille et sa distribution de taille, sa forme, sa porosité, ses
propriétés mécaniques et thermiques, sa tension de surface, sa mouillabilité, son potentiel

zéta, son degré de gonflement de la surface [29].

Les propriétés dépendent du procédé d’ encapsulation. Nous reviendrons sur |’ influence de ces
différents parameétres gouvernant les propriétés de ces systémes sont [30, 31, 32, 33] :

e lesparametres du milieu extérieur : latempérature, le pH, I humidité ;

e les paramétres intrinseque que sa la phase encapsulée: la solubilité, la température
d ébullition et defusion ;

e les parametres intrinseques a la membrane (ou matrice) : la structure chimique du
polymeére, a masse molaire et sa cristallinité ainsi que |’ épaisseur et la porosité de la

membrane.
D’autre part, selon le procédé d encapsulation et la morphologie de la particule, le taux

d encapsulation varie entre 20 et 35% pour les spheres et peut étre supérieure a 85% dans le

cas de capsules [34]. Le taux d encapsulation (loading) est défini comme ci-dessous :

36



Chapitre 111 La microencapsulation

En fonction de leur application, il est possible de classer les particules en deux catégories: les
systémes a libération provoquée et les systémes a libération contrdlée et prolongée (figure
111.4).

Figurelll.4 : Schémades deux différents types de libération pour les microparticules [35]

Les systemes a libération provoquée sont généralement des capsules dont e contenu est libéré
brutalement par rupture de la membrane ayant une faible perméabilité. La rupture est
déclenchée par une variation de température, de pH, une dégradation enzymatique de la

membrane ou une pression mécanique ou osmotique [36].
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Dans les systémes a libération contrdlé et prolongée, le principe actif est libéré par diffusion a
travers la membrane en suivant les lois de Fick. Dans ce cas-la, |a matrice ou la membrane est

perméable [37] ou elle se dégrade, se dissout au cours du temps [38] (érosion, gonflement).

Les profils de libération peuvent étre tres différents selon les caractéristiques de la particule
telles que la morphologie (capsule ou sphére), la taille, la structure et |’épaisseur de la
membrane ou de la matrice, la localisation du principe actif. 1ls dépendent aussi du milieu

environnant.
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IV.1.Introduction

Les laboratoires de contréle qualité et d' assurance qualité disposent de technique analytiques

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

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

De nombreux processus physico-chimique interviennent dans la caractérisation des
microparticules ou chague technique met en évidence un aspect particulier.

IV.2.1. Haute Performance Liquide Chromatographie (HPLC)

La Haute Performance Liquide Chromatographie (HPLC) est une technique chromatographie
similaire qui implique la migration d’un mélange de lipides a travers une colonne contenant
une phase stationnaire. Cependant, dans la HPLC, la phase mobile est un liquide et non un
gaz. L’analyse d'un extrait lipidiqgue par HPLC implique généralement I'injection d'un
échantillon (20-200ul) dans une colonne HPLC pendant qu’ une phase mobile (solvant)
circule dans la colonne. La phase mobile peut avoir de nombreuses combinaisanons de
solvant, mais €elle contient généralement de I’eau et un composant organique. La colonne
HPLC est généralement un tube en acier inoxydable de 50 a 250 mm delong et de 1 a 4,6 mm
de diametre, garni de particules de silice chimiquement modifiées (<1-5 um de diamétre)
ayant la consistance d'un sable trés fin. Il existe de nombreuses phases stationnaires
disponibles pour la HPLC, la plus courante étant les particules de silice modifiées avec des
groupes C18, En raison des nombreux choix de diamétre, de longueur et de talle des

colonnes[1].

PrincipedeHPLC

Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange est
introduit dans la phase mobile liquide (€uant). 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 systéme
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 |a phase stationnaire. En sortie de colonne gréce a un détecteur approprié
les différents solutés sont caractériseés par un pic. L’ ensemble des pics enregistrés est appelé

chromatogramme [2] (FigurelV.1).

FigurelV.1. Schémade Principe de HPLC [2]

IV.2.2. Microscopie optique

Avec |’ apparition des microscopes modernes, cette méthode est devenue la plus précise car
elle permet de visualiser clairement une particule et donc de pouvoir déterminer saforme et sa
taille. Des particules de taille proche du nanometre peuvent ainsi étre mesurées avec cette
technique. En utilisant de plus une caméra rapide, cette technique offre la possibilité de
caractériser des objets en mouvement, par exemple des gouttel ettes circulant dans un canal.
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De plus, I'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’ é&at de la particule dus a des interactions physico-chimigue entre la particule

et le milieu ou des réactions biologiques ayant lieu sur laparticule [3,4].

Principe de la microscopie optique

Le microscope dans sa forme la plus réduite est constitué dun simple objectif et d' un
oculaire, c'est-a-dire de deux lentilles convergentes. Ces deux lentilles forment une image
tres agrandie de I’objet et permettent d’ observer des détails fins dans I’ échantillon, Nous
allons vair ici la construction de I'image étape par étape en utilisant les lois de I’ optique
géométrique pour le trajet de rayons lumineux a travers des lentilles convergentes (Figure
1V.2).

FigurelV.2 : Principe de microscopie optique [5]

Dans ce schéma simplifié, I'objectif donne de I’objet AB observé une image réelle A1B1
renversée et tres agrandie qui joue pour I’oculaire le réle d’ objet réel. L’ oculaire donne de cet
objet une image virtuelle A2B2 agrandie, vue par |’ observateur : |’ oculaire est utilisé comme

une loupe. Enfin, I ceil forme uneimage de I’ objet A2B2 sur larétine[5].
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IV.2.3. Spectroscopie UV-Visible

La spectroscopie UV-Visible correspond a |’ étude des variations de grandeurs photométriques
spectrales ou leur équivalent énergétique résultant de I’interaction du rayonnement avec une
substance placée sur le faisceau. Le domaine de longueur d’onde de |’ UV se situe entre 10 nm

a400nm, celui du visible se situe entre 400 nm a 800 nm [6].

Principe spectroscopie UV-Visible

Le spectrophotométre fait passer une radiation (lumiere) monochromatique (une seule
longueur d'onde) a travers une longueur L (longueur de la cuve) de solution et mesure
I’ absorbance A (grandeur liée ala quantité de lumiére absorbée par la solution). (Figure 1V.3)

lumineuse lumineuse
incidente transmise

Intensité 57‘ Intensité

I )

Cuve

FigurelV. 3. Schémareprésentant d’ une radiation atravers lacuve[7].

Pour déterminer la concentration d’ une entité chimique en solution en utilisant laloi de Beer-
Lambert suivante [8]:
A=eL.C

: L’ absorbance optique a une longueur d onde.
: Le coefficient d’ extinction molaire (L. mol™.Cm™).

: Lalongueur du trgjet optique dans la solution traversée (Cm).

O - & >

: La concentration molaire de lasolution (mol. L™).

45



Chapitre IV Caractérisation physicochimique
et biopharmaceutique des microparticules

Cette équation est utile pour la chimie analytique. En effet, s L et & sont connus, la
concentration d une substance peut étre déduite d'une simple mesure d’ absorbance a cette

longueur d’ onde.

La loi de Beer-Lambert, utile pour caractériser de nombreux composes, ne doit pas étre
considérée comme une relation universelle pour caractériser la concentration et |’ absorption

de toutes les substances.

Un spectrophotomeétre mesure |” absorbance d’ une solution a une longueur d’ onde donnée. Un
dispositif monochromateur permet de générer, a partir d’une source de lumiere visible ou
ultraviolette, une lumiére monochromatique, dont la longueur d’onde est choisie par
I’utilisateur. La lumiére monochromatique incidente d’intensité le traverse aors une cuve
contenant la solution étudiée, I'appareil mesure I'intensité de la lumiére transmis [9].
(FigurelV.4).

FigurelV.4. Schéma de principe du spectrométre UV-Visible [10].

IV.2.4. Spectrométrie infrarouge | R-TF

La spectroscopie IR est une méthode analytique, s utilise principalement pour identifier et
guantifier un grand nombre d’ especes chimiques de fagon non ambigie. Elle permet de mettre

en évidence la présence d’ une liaison particuliére entre les molécul es.
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En raison de sa spécificité, I’ IR a été souvent employé comme une « norme » pour les études

d’inter comparaison de différentes mesures [9,6].

Principedel’|R-TF

Le principe fonctionnel de la spectrométrie IR-TF est le suivant : Une source de lumiere IR
émet un rayonnement qui est affaibli en fonction des fréquences qui traverse I’ échantillon. Le
rayonnement résultant est enregistré et transformé éectroniquement en un spectre. 1l est
impératif que la source de rayonnement émette continument dans I’ ensemble de la zone des
fréguences présentant un intérét. Le détecteur ala charge de saisir le rayonnement sortant et
de transformer les signaux optiques en signaux électriques. Le plus utilisé est |e détecteur dit
DTGS (sulfate de tri glycine deutérié). Tandis que la source lumineuse et le détecteur sont
identiques dans les deux types d’ appareils, la mesure de |’ absorption du rayonnement dépend
de lafréquence ains que le traitement si le signal est fondamentalement différent. Le schéma

de principe d’ un spectrophotometre IR adouble faisceau (FigureV.5) [9].

- | &hanilion ﬁ-\
I l iracé du spacine

1

il i

Source IR '
\- fildrance | —

FigurelV.5. Schéma de principe de spectrophotométre IR-TF [6].

Les spectres infrarouges de différentes formulations sont enregistrés a la température

ambiante dans |a plage de 400-4000cm™.

IV1.2.5. Microscopie électronique a balayage (M EB)

La microscopie éectronique a balayage (MEB) est une technique traditionnellement utilisee
dans I'analyse des surfaces. Elle permet d analyser la morphologie de la surface et la
composition chimique de la plupart des matériaux solides. Cette technique a la particularité
d offrir une tres grande profondeur de champ (plusieurs centaines de microns) et donne des

vue qualitatives des surfaces d’ une grande utilité [10].
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Principedel’analyse MEB

Cet appareil repose sur le méme principe que celui de la microscopie optique a la différence
gu'il sagit d'une source d' électrons et non d une source de lumiére visible. Le faisceau
d éectrons est focalisé via un jeu de lentilles sur la surface de I’ échantillon en un support tres
fin. Un jeu de bobines permet de déplacer le faisceau de fagon a balayer toute la surface de
I”échantillon. Pour faire de I'imagerie électronique, |’ échantillon est balayé ligne par ligne
selon une matrice rectangulaire. L’interaction entre le faisceau d éectrons et la surface de
I’ échantillon produit trois types de signaux secondaires : des électrons secondaires, des
électrons rétrodiffusés et des rayons X. La détection des deux types d éectrons permet de
reconstituer simultanément des images éectroniques différentes. La détection des éectrons

secondaires permettra d’ obtenir des informations sur latopographie (relief) de I’ échantillon.

La détection des électrons rétrodiffusés permettra quant a elle d’ obtenir des informations sur
la variabilité qualitative (contraste de densité) de |’ échantillon. Le couplage du MEB avec un
détecteur de rayons X permet également de fournir des informations sur la composition
éémentaire. La détection des photons X peut se faire soit par dispersion de longueur d’ onde
(ou WDS —Wavelength Dispersive Spectroscopy) soit par dispersion d énergie (ou EDS-
Energy Dispersive Spectroscopy) [11]. La figure 1V.6 schématise le principe de la
Microscopie Electronique a Balayage (MEB).

Figure V1.6 : Principe delaMicroscopie Electronique a Balayage [12]
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IV.3. Caractérisation biophar maceutique des microparticules

La caractérisation biopharmaceutique des microparticules est réaisée par un test de
dissolution in vitro. La dissolution consiste a séparer des substances a |’ éat moléculaire dans
un liquide .Le résultat de I’ opération s appelle une solution (phase homogéne unique) et se

compose donc de soluté (toutes les substances dissoutes) et de solvant [11].

La dissolution joue un rble trés important dans la préparation de nombreuses formes
pharmaceutiques, et quelle que soit la voie de pénétration dans I’ organisme, elle est essentielle

alabiodisponibilité du médicament [11].

Ce test de dissolution in vitro est destiné a déterminer la plus ou moins grande aptitude des
formes galéniques a laisser passer en solution, dans un milieu, le ou les principes actifs
gu’ elles contiennent [12].

L'essai de dissolution est destiné au contréle de la qualité des formes pharmaceutiques
solides. Il a démontrer la reproductibilité du procédé de production et la conformité du produit

fini aux spécifications du dossier de fabrication [12].

L’ essai de dissolution est demandé a plusieurs stades du développement du medicament; en

préformulation, en dével oppement ainsi qu’ en contréle de routine [13, 14, 15].

Plusieurs propriétés fondamentales sont étudiées en pré formulation ; a savoir la solubilité du

PA, la constante d’ionisation, le coefficient de partage, la vitesse de dissolution et la stabilité.
En développement, au stade de la formulation galénique, des éudes comparatives de

dissolution de plusieurs formes permettent d’ optimiser la formulation et de s assurer que la

libération de principe actif est compléte a partir de laforme galénique.
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En contrdle de routine, il sert a démontrer la reproductibilité du procédé de fabrication et la
conformité du produit fini avec les lots précédents. Apres fixation de normes de dissolution
strictes, il permet d'assurer lareproductibilité inter lot. Ce contréle de qualité prend un intérét
prédictif supplémentaire lorsque des corrélationsin vitro/ in vitro ont été établies, c'est & dire

lorsgue les variations de dissolution ont une répercussion définie sur la biodisponibilité.

Les facteurs interférant dans une détermination de la vitesse de dissolution peuvent étre

classésen [16,17].

» Facteursdépendants du médicament [18, 19, 20] :
e Les proprietés physico-chimiques du principe actif: solubilité,
granulométrie, polymorphisme [18].
e Lesexcipients: Liants, délitant, lubrifiants, tensioactifs, diluants[19].
e La forme pharmaceutique: Nature de la forme gaénique, procéde de
fabrication, conditions de conservation, interactions principe actif

/excipients [20].

» Facteursdépendants dela méthode de dissolution [21] :
e L’appareillage : agitation, méthode de prél évement, filtration, vibrations ;
e Lesparamétres de dissolution : nature, pH et volume de milieu de dissolution,

vitesse de rotation, temps de prélévement température, gaz dissous.
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V.1. Objectif

L’ objectif principa de notre travail de recherche est de réaiser des formulations a libération
prolongée a base d Hydrochlorothiazide et d'un polymere biodégradable en utilisant la
technique d’encapsulation par évaporation de solvant. Pour cela, une éude de I'effet de
guelques paramétres (quantité de polymeére PLA et quantité de PVP K30) sur le taux
d’ encapsulation et la cinétique de libération a été réalisée.

Les échantillons ont été préparés selon une matrice d’ essais de formulation puis caractérisés par
diverses techniques danalyses physicochimiques et biopharmaceutiques a savoir; la
spectrophotométrie UV-visible, la Spectrophotométrie Infra —Rouge (FT-IR), Microscopie
Electronique a Balayage (MEB) ; la Chromatographie en phase liquide a haute performance
(HPLC), I’analyse microscopie optique et |e test de dissolution.

Notre partie expérimentale a été réalisée dans un laboratoire contréle de qualité au site de

production Antibiotical du groupe saidal/Médéalors d’ un stage pratique.

V.1.Matiérespremieres et matériels utilisés:

V.1.1. Matiérespremiéres:

Les matiéres premieres utilisées sont comme sulit :
* Hydrochlorothiazide (HCTZ) ;
* Polyacide lactique (PLA) ;
* Poly vinyl pyrrolidone (PVP ksp);
* Poly Alcool vinylique (PVA) ;
* Dichlorométhane (DCM) ;
* Méthanol.

Principe actif:
L’ hydrochlorothiazide a été fourni par Le groupe SAIDAL(Médéa). Les propriétés physico-
chimiques sont résumées dans le tableau V.1. [1, 2]:
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Tableau. V.1 : Propriétés physicochimiques d hydrochlorothiazide [1,2]
Hydrochlothiazide HCTZ
6-chloro-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine-7-sulfonamide
Nom IUPAC 1,1-dioxyde

Formule chimique

Formule brute

C7HsCIN3O4S;

M asse molaire

297,739+/- 0,02 g/mol

Légerement soluble dans |'eau, facilement soluble dans les

solutions d hydroxyde de sodium, la n-butylamine et

le

Solubilite diméthylformamide
Température defusion 274°C
Aspect Poudre cristalline blanche ou pratiquement blanche

Classe thérapeutique

Diurétiques thiazidique, antihypertenseurs

pKa

7.9

Polymeres

* Poly acidelactique(PLA)
Quelques propriétés caractéristiques du Poly acide lactique sont données dans le tableau

V .2 ci-dessous [3].
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Tableau V.2 : Propriétés physicochimiques du Poly acide lactique [3]

Propriétés Specifications
Nom Acide poly lactique
O
Formule chimique
O
r
Formule brute (CsH4O2)n
Masse molaire 72,0627 g/moal
Densité 1,21 g/cm®
Aspect Sous forme des grains
Solubilité Soluble dans |e tetrahydrofurane, dans le chloroforme et
dans dichloromethane

Point de fusion 160°C

Temperature de 60°C
transition vitreuse

* Poly vinyle pyrrolidone (PVP)
Quelques propriétés caractéristiques du Poly vinyle pyrrolidone sont données dans le

Tableau V.3 ci-dessous [ 3].

Tableau V.3 : Propriétés physicochimiques du Poly vinyle pyrrolidone [3]

Propriétés Specifications

Formule brute (CsHgNO)N

Formule chimique

Masse molaire 2 500 - 2 500 000 g/mol
Temperature de
transition vitreuse 110a180°C
Soluble dans I'eau, I'acide acétique, I'acide formique, |'éhanol,
Solubilité Le chloroforme, le Dichlorométhane et le glycérol
Masse volumique 1,2 g/cm?
Aspect Poudre blanche
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* Poly alcool vinylique(PVA)

Le PVA est un polymeére obtenu par hydrolyse d' alcool vinylique. Son taux dhydrolyse est 87,90%.
Quelques propriétés caractéristiques du Poly acool vinyligue sontdonnées dans le tableau V.4 ci-

dessous [4].
Tableau V.4 : Propriétés physicochimiques du Poly alcool vinylique [4]
Propriétés Specifications
Formule brute (C2H40)Nn
Formule chimique
HO |,
Masse molaire 44,0526 g/mol

Solubilité

Soluble dans |’ eau

Masse volumique

1,19 -1,31 g/cm®

Point d’éclair

80°C

Aspect

Sous forme de petits cristaux

° Solvants

* Dichlorométhane (DCM)
Quelques propriétés caractéristiques du Dichlorométhane sont données dans le tableau V.5

ci-dessous [3].

Tableau V.5 : Propriétés physicochimiques du dichlorométhane [ 3]

Propriétés Spécifications
C|:I
Formule chimique CI/C;;H
Formule brute CH, Cl;
Densité 1,33 g/cm?
Point d’ébullition 40°C
Masse molaire 84,93 g/moal

Odeur Odeur disagreeable, toxique
Aspect Liguide incolore
Solubilité Avec I’eau : peu soluble (13 a 20 g/l a 20°C)

Miscible avec la plupart des solvants organiques

55




Chapitre V

* Méthanol

Matériel et Méthodes

Quelques propriétés caractéristiques du méthanol sont données dans le tableau V.6 ci-dessous[2].

Tableau V.6 : Propriétés physicochimiques du méthanol [3]

Propriétés Specifications
H H
Formule chimique HG /
C—0
/
H
Formule brute CH30OH
Masse molaire 32,04 g/moal
Point d’ébullition 64,7°C
Masse volumique 792 kg/m?
Pression de vapeur 13,02 KPa
Densité 0,79 g/cm?®
Point de fusion -97,6°C
Couleur/forme Liguide incolore
Légére odeur alcoolique al’ état pur, odeur répulsive
Odeur et acred’ é&at brut

V.1.2. Appareillage

L’ appareillage utilisé pour notre expérimentation est comme suit :

* Balance anaytique;

* Agitateur Vortex ;

* Plague chauffante agitatrice;

* Montage de filtration sous vide ;

* pH-métre ;

* Centrifugeuse ;

* Dissolu test ;

* Microscope optique ;

* Spectrophotomeétre UV visible ;

* Spectrophotométre infrarouge (IR) ;

* Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) ;

* Microscopie éectronique a balayage (MEB).
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V.1.3. Verrerieet petit matériel delaboratoire

Laverrerie et les accessoires utilisés pour notre expérimentation sont comme suit :

*  Bécher 20ml  25ml 50ml  1000ml ;

*  Eprouvettes 50 ml 200ml 500ml 1000ml ;

*  Burette graduée 25ml ;

*  Fiolesjaugéesde 20 ml 50ml ;

*  Pipettes 1ml ,2ml, 10ml ;

*  Seringues de 5ml ;

* Tubesaessas;

*  Thermometre ;

*  Flaconsd'injection HPLC (vials) ;

*  Spatules, pissettes, papier filtre, barreaux magnétiques, para film, papier
absorbant et papier huilé.
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V.2. Méthode de préparation des microparticules

Afin de préparer des microparticules a base de I’ hydrochlorothiazide, Nous avons procédé
comme suit: utilisé latechnique d’ encapsulation par évaporation de solvant (émulsion simple)
qui est largement utilisée dans le domaine pharmaceutique. Cette technique consiste a
préparer deux (2) phases : une phase agueuse et une phase organique, suivi d’ une évaporation
de solvant

Préparation de la phase aqueuse:

Préparation de PVA (1%) :
e Préparer unesolutionde PVA al%;

e Agiter jusqu’ adissolution compléte ;

Préparation de la phase organique:

e Dissoudre une masse de PLA dans 20 ml de dichlorométhane (CH.Cl.) et laisser sous
agitation magnétique jusgu'a dissolution totale, puis gouter une masse de PVP K30
toujours sous agitation (les quantités des PLA et PVP K30 varient selon le tableau
V.7);

e Dissoudre75mg de I’ hydrochlorothiazide dans un 1ml de méthanol en utilisant le vortex
jusqu'a dissol ution totale.

e Méanger les deux solutions et laissez sous agitation pendant quel ques minutes.

Préparation des microparticules:
e Verser la phase organique goutte a goutte dans 50 ml de la phase aqueuse PVA (1%)
avec une vitesse d' agitation de 700tr/min ;
e Laisser la solution sous agitation jusqu'a I’ évaporation totale de DCM puis filtrer la
solution obtenue sur papier filtre ;

e Récupérer les microparticules et laisser secher a température ambiante.
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La composition qualitative et quantitative des essais de formulation est donnée dans le tableau

V.7 dessous

Tableau V.7 : Matrice des essais de formul ation

N° essai PA PLA PVPk30 PVA Vitesse Quantité
(mg) (mg) (mg) (ml) (Tr/min) | totale(mg)
H1l 150 0 225
H2 150 50 275
H3 300 375
H4 100 175
H5 200 275
H6 & 75 S0 700 150
H7 300 50 425
H8 75 25 175
H9 200 75 350
H10 250 25 350
H11 200 25 300

V.3. Caractérisation des microparticules:

Les microparticules préparées ont été caractérisées al’ aide de plusieurs techniques, a savoir ;
La Microscopie optique, la Spectrophotométrie infrarouge, la Chromatographie liquide a
haute performance, Spectrophotomeétre UV-Visible, la dissolution in vitro et le Microscopie

Electronique a Balayage.

V.3.1. Microscopie optique:

Pour cette analyse, nous avons étalé avec précaution les microparticules préparées sur une
lame de verre. Des observations au microscope binoculaire muni d’ une échelle micrométrique
ont été réalisées pour I’ ensemble des essais de formulation et ce en utilisant un grossi ssement
de (x10).
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V.3.2. Spectrophotométrieinfrarouge (IR-TF)

Le spectrophotomeétre Infrarouge (IR) est essentiellement utilisé pour I'identification des
especes chimiques, la caractérisation et la mise en évidence des différents types de liaisons
présentes dans les molécules des échantillons qui sont balayés en fréquence et ¢’ est pour cela

gu’ on peut dire que ¢’ est un instrument qualitatif.

Dans notre cas, nous avons utilisé le spectrophotometre IR pour prouver la présence du PA
dans les microparticules et étudier les différentes interactions entre les différents constituants
mis en jeu dans notre formulation (PLA, PVP K30 et PA). Pour cela nous avons enregistré les
spectres IR des matieres premieres PLA, PVP K30, PA et ceux des différentes formulations
entre 400-4000 cm-1 a température ambiante sur des pastilles contenant 80% de KBr et (2%)
de chague échantillon préparé a |’ aide d une presse hydraulique sous une pression de 75KN

pendant deux minutes.

V.3.3. Chromatographie liquide a haute performance(HPL C)

La chromatographie est une méthode de séparation des constituants d'un mélange méme trés

complexe. L’ appareil est constitué des éléments suivants:

a) Un réservoir de solvant (éluant) qui contient la phase mobile en quantité suffisante.
Plusieurs flacons des éluant (solvants de polarités différentes) sont disponibles pour
pouvoir réaliser des gradients d'éution (mélange de plusieurs solvants a des
concentrations variables) al'aide de la pompe doseuse.

b) Lapompe munie d'un systeme de gradient permettant d’ effectuer une programmation de
la nature du solvant.

c) Auto-injecteur : c'est un injecteur a boucles d'échantillonnage, généraement piloté par
une vanne généralement éectronique (électrovanne) qui permet de changer la circulation
des fluides dans le systeme d'injection pour pouvoir tour a tour remplir la boucle
d’injection et injecter son contenu dans la colonne. Le choix du volume d’injection se fait
en fonction de la taille de la colonne et de la concentration supposée des produits a

anayser.
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d) La colonne

Une colonne est un tube construit dans un matériau le plus possible inerte aux produits
chimiques, souvent en inox ou en verre. Sa section est constante, de diametre compris entre 4
et 20 mm pour des longueurs généralement de 15 a 30 cm. Au dela, les importantes pertes de
charges exigeraient des pressions de liquide beaucoup trop éevées.

€) La phase stationnaire

e Laphasenormale
La phase normale est constituée de gel de silice. Ce matériau est trés polaire. Il faut donc
utiliser un éluant apolaire. Ains lors de I'injection d'une solution, les produits polaires sont
retenus dans la colonne, contrairement aux produits apolaire qui sortent en téte.
L'inconvénient d'une telle phase, c'est une détérioration rapide au cours du temps du gel de
silice, ce qui entraine un manque de reproductibilité des séparations.

e Laphaseinverse:
La phase inverse est majoritairement composée de silice greffée par des chaines linéaires de
8 ou 18 atomes de carbones (C8 et C18). Cette phase est apolaire et nécessite donc un éuant
polaire (ACN, MeOH, H20). Dans ce cas, ce sont les composés polaires qui seront élués en
premier. Contrairement a une phase normale, il n'y a pas d'évolution de la phase stationnaire

au cours du temps, et la qualité de la séparation est donc maintenue constante.

f) La phase mobile:
L'interaction plus ou moins forte entre la phase mobile et |a phase stationnaire normale ou a
polarité inversée se répercute sur les temps de rétention des solutés. La polarité de la phase
stationnaire permet de distinguer deux situations de principe :
e s la phase stationnaire est polaire, on utilisera une phase mobile peu polaire la
chromatographie est dite en phase normale ;
e s la phase stationnaire est tres peu polaire, on choisira une phase mobile polaire (le
plus souvent des mélanges de méthanol ou d'acétonitrile avec de I'eau), c'est la

chromatographie en phase inverse.
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g) Détecteurs

Détecteur UV-visible (celui que nous utilisons) : il mesure I'absorption de la lumiére par le
produit ala sortie de la colonne. On opere alongueur d'onde constante, celle-ci ayant été fixée
par I utilisateur. La lampe Deutérium est utilisée pour des longueurs d'ondes variant de 190-
350 nm et lalampe a vapeur de mercure est utilisée alalongueur d'onde non variable de 254
nm. Pour que ce type de détecteur soit utilisable, il faut que le produit a détecter absorbe la
lumiére a une longueur d'onde accessible a I'appareil, et que son coefficient d'absorption € soit
suffisamment grand; la phase mobile n'absorbe pas la lumiére a la longueur d'onde choisie.
[5,6] (cf. appareil de laHPLC en Annexe 1).

La détermination du taux d encapsulation des microparticules préparées lors de notre

expérimentation a été réalisée par HPLC. Une courbe d’ étalonnage a été établie comme suit :

Préparation de la solution mere

STDm:10mg de hydrochlorothiazide est dissous dans 50ml de méthanol.

Préparation des solutions standar ds

Faire des prélevements a partir de la solution mére selon le tableau V.8 ci-dessous ;

Mettre dans des fioles de 20ml,

Compléter avec NaOH 0.02N jusgu’ au trait de jauge ;

Rédliser I'analyse par chromatographie liquide a haut performance HPLC.

Conditions opératoires de |’ analyse chromatographique

e Volumeinjection: 20ul ;

e Longueur d’onde (A): 273nm ;

e Débit: 2ml /min;

e Colonne; C18 (10cm, 0.46pum, 5um);

e Phase mobile:
v'Introduire 150ml d’ eau distillé dans un bécher ;
v Ajuster aPH a 2,8 par |’ acide ortho phosphorique ;
v’ Ajouter 350ml d’ acetonitrile ;

v Filtrer la solution avec un filtre membrane de 0,22um
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Tableau V.8 Préparation des solutions standards filles

Solution standard Volume (ml)
Stdl 1.8
Std2 14
Std3 1
Std4 0.6
Std5 0.2

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

o Introduire 5 mg de microparticulesdans 1 ml de DCM ;

. Agiter avec vortex jusgu’ aladissolution ;

. Ajouter 10 ml de NaOH (0,02N) et continuer I’ agitation pendant 5 min ;
. Centrifuger la solution pendant 15 min 45000 tr/min ;

. Prélever 2 ml de surnagent dans 20 ml de NaOH (0,02N) ;

. Rédliser I'analyse de I’ échantillon préparé par HPLC.

Letaux du PA encapsulé est calculé comme suit :

TE(%)= Qlpizedlime) 409,

Qlinitial) (mg)
o TE (%) : Taux d'encapsulation
e Q: Quantité du principe actif encapsulé (mg)

e Qi : Quantitéinitiale du principe actif a encapsuler (mg)

V.3.4. Spectrophotométrie UV-Visible

Le principe de la spectroscopie UV Visible repose sur la transition d'un éectron d'un Etat
fondamental vers un éat excité par excitation gréace a une interaction avec une onde
électromagnétique. Le passage un état éectronique a un autre état électronique d énergie plus
€levée 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 lagamme de longueur d’onde UV Visible:
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e Lampe au deutérium qui émet des longueurs d'ondes de 180 a 400 nm (UV) ;

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

Un monochromateur permet de sélectionner les longueurs d’ ondes donc balayer 1a gamme en
déplacant ce monochromateur. Le faisceau de photons a la longueur d onde sélectionnée
traverse un miroir qui synchronise le mouvement du monochromateur puis le faisceau
traverse I’ échantillon et/ou la référence. Puis un amplificateur permet de comparer l'intensité

en sortie par rapport al'intensité d’ émission [7].
Déter mination de la longueur d’onde maximale d’absor ption d’hydrochlorothiazie:

Pour déterminer Aynax d” hydrochlorothiazide, un balayage de longueur d’ onde entre 220 nm et
400 nm est effectué sur une solution contenant I” hydrochlorothiazide de concentration de 0,02

mg/ ml dans le méthanol.

Etablissent dela courbe D’ éalonnage UV-visible:

Une courbe d étalonnage a |’ aide de 05 standards a éte établie comme suit:

e Faire des prédévements a partir de la solution mére selon le tableau V.8 ci-dessus;
e Mettre dans desfioles de 20ml ;
e Compléter avec la solution pH=6,8 jusqu’ au trait de jauge ;

e Rédiser I’analyse par spectrophotométrie UV-visible.
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V.3.5. Réalisation du test de dissolution:

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 ala disposition de
I’organisme, et ceci dans les limites de concentration et de vitesse déterminées, afin de
garantir |’ effet thérapeutique désiré [8].

Il est donc destiné a déterminer leur plus ou moins grande aptitude a laisser passer en solution
dans un milieu déterminé, le ou les PA qu’ils contiennent e passage en solution est apprécié
par dosage du PA dans des échantillons prélevés dans le milieu de dissolution aintervalles de

temps différents[8, 9].

Letest de dissolution in vitro a été réalisé dans un milieu biologique intestina (pH=6,8) selon
I’ ouvrage de référence pharmaceutique «USP40-NF35» [10].

Milieu intestinal: Tampon phosphate pH=6.8

Echantillon a analyser: Microparticules de PLA contenant |e Pa.

Réactifs:
= Dihydrogénophosphate de potassium monobasi que(KH,PO,);
= Hydroxyde de sodium (NaOH);

* L’eaudistillée.

Préparation du milieu :

s KH2PO,40.2N: Dissoudre 27,22 g du phosphate de potassium monobasique (KH2PO,)
dissoudre dans 1litre de |’ eau distill ée;

+ NaOH 0.2N : Dissoudre 4g de NaOH dans 500ml d’ eau distillée;

+ Placez 50 ml de la solution de phosphate de potassium monobasique 0.2N dans une

fiole de 200ml, gjoutez le volume de NaOH 0.2M spécifié dans le tableau V.9.
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Tableau 9: Données USP pour les solutions tampon phosphate

Solution tampon phosphate
pH 58 |6 |62 |64 |66 |68 |7 72 |74 |76 |78 |8
Volume
NaOH |36 |56 |81 |11.6 |164 | 224 | 201 |34.7 |39.1 |424 | 445 | 46.1
0.2M
(ml)

Protocole opératoire du test de dissolution:

v

Allumer le dissolu test ;

Remplir chaque bac de dissolu-test par 500ml du milieu de dissolution
préalablement préparé ;

Régler 1a température a 37°C puis mettre en marche le systéme de chauffage et
laisser stabiliser ;

Régler I’ agitation a 50tr/min ;

Quand la température atteint 37°C + 0,5°C, introduire dans chague bac les
microcapsul es (préal ablement pesées) et déclencher immédiatement I’ agitation ;
A l'aide d'une seringue de 5ml, effectuer des préévements chague 30min
pendant 2heures et chague 1heures pendant 2heures ;

Remplacer aprés chague prélevement, le volume préleve (5ml) par le méme
volume du milieu de dissolution ;

Analyser les solutions par Spectrophotométrie UV-Visible & Amax=273nm.

V.3.6. Microcopie Electronique a Balayage (M EB)

La microscopie éectronique 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 [11].
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Le principe du MEB est de donc de balayer un échantillon avec un faisceau d' électrons
d’ énergie EO appel és dectrons primaires. Les électrons primaires pénétrent dans |’ échantillon

et interagissent avec la matiére de fagon a réémettre des électrons. Ces interactions sont de
deux types : élastiques soit sans perte d’ énergie ; et indlastique, avec perte de d’ énergie. Ces
différentes interactions conduisent les électrons sur des trgectoires aléatoires qui sont

comprise dans un volume limité appel é poire d’ interaction [12].
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V1.1 Taux d’encapsulation

La détermination du taux d encapsulation d Hydrochlorothiazide est réalisee a I'aide de
I”éguation de la courbe d’'éalonnage des solutions standards dosées par Chromatographie
Liquide a Haut Performance (HPLC) (Figure V1.1).

Hydrochlorothiazide

0,02

0] 200000 400000 600000 300000 1000000 1200000

Surface

Figure V1.1 : courbe d’ étalonnage d’ Hydrochl orothiazide (HPLC)

Les résultats expérimentaux du taux d encapsulation des différentes formulations sont donnés par
letableau VI.1 suivant :

Tableau V1.1: Résultats expérimentaux du taux d encapsulation d HCTZ

Nom del’ PLA (mQ) PVPK 30 (mg) TE HCTZ(%)
H1 150 0 13,26
H2 150 50 58,93
H3 300 0 60,38
H4 100 0 17,31
H5 200 0 24,10
H6 75 0 72,01
H7 300 50 85,35
H8 75 25 75,88
H9 200 75 55,33

H10 250 25 12,56
H11 200 25 11, 44
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Observation et interprétation des résultats relatifs au taux d’encapsulation
du PA par HPLC :

o Effet delaquantitédu PLA sur letaux d’encapsulation :

D’ apres les résultats regroupés dans le tableau V1.1 ci-dessus, nous constatons que pour les
formulations exemptes de PVPK30 (H1, H4 et H6), le taux d’ encapsulation du principe actif
est inversement proportionnel a la quantité du PLA Autrement dit, plus la masse du PLA
augmente, plus le taux d’ encapsulation décroit al’ exception des 02 essais H5 (200mg PLA) et
H3 (300mg PLA) qui font améliorer nettement le taux d encapsulation par rapport aux essais
H1 et H4 avec I’augmentation de la quantité du PLA utilisée particulierement pour I’ H3

présentant un taux d’ encapsulation de 60,38 %.

Pour les autres formulations contenant de PVPK30 (H2, H8, H9, H10 et H11) le taux
d encapsulation du principe actif est inversement proportionnel a la quantité du PLA.
Autrement dit, plus la masse du PLA augmente, plus le taux d encapsulation décroit a
I’ exception de la formulation H7 contenant la quantité la plus élevée en PLA (300mg) et
50mg de PVPK30 qui correspond au taux maxima d encapsulation d Hydrochlothiazide

obtenu par notre matrice des essais réalisés |ors de notre expérimentation (85,35 %).

o Effet delaquantité du PVPK30 sur letaux d’encapsulation :

D’ apres les résultats regroupés dans le tableau V1.1 ci-dessus, nous constatons que le
meilleur taux d’encapsulation du principe actif étudié est obtenu pour la formulation H7
contenant 50mg de PV PK 30 (85,35%) correspondant ala quantité maximale de PLA (300mg)
dans la formulation. En revanche, avec la quantité minimale du PVP utilisée (25mg), le taux
d encapsulation atteint la valeur de 75,88 % (H8) correspondant a la quantité minimale de
PLA (75mg) dans la formulation. En effet, |’augmentation de la quantité du PVP jusgu'a
75mg n’a pas améliore le taux d’ encapsulation de la formulation (H9) contenant une quantité

moyenne de PLA 200 mg.
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V1.2. Caractérisation par Microscopie Optique des microparticules formées

Les microparticules formées lors de notre éude ont été caractérisees par microscopie optique

avec un grossissement de 10 fois. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau VI.2
Ci-dessous.

Tableau V1.2 : Caractérisation des microparticules par microscopie optique

Essai Aspect microscopique x 10 Observations

H3 Présence de

microparticules sous

forme sphérique

H5 Présence de

microparticules sous

forme sphérique
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H6 Présence de
microparticules sous
forme sphérique de

taille différente

H8 Présence de
microparticul es sous

forme sphérique

H11 Présence de
microparticul es sous

forme sphérique

L’ analyse par Microscopie Optique des échantillons préparés par microencapsulation indique

la présence de microparticul es sous forme sphérique, de taille relativement différente.
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V1.3.Etude delacinétique delibération in vitro des microparticules

L’analyse par UV-Visible du principe actif Hydrochlorothiazide nous a permis de déterminer
son absorbance maximale a une longueur d’onde de 273nm (Amax), COMMe S est présenté sur
la figure V1.2 (Annexe I11). L’équation de la courbe d éaonnage des solutions standards
dosées par UV-Visble est présentée sur la figure VI.3 (Annexe II1). Les profils de
dissolution in vitro apH 6,8 des microparticules obtenues par les diff érentes formulations sont
présentés graphiquement sur lesfigures V1.4 et VI.5.

*For mulations sans PVPK 30 :

0 1 Tetnps (h) 3 4

Figure V1.4 : Profils de libération en absence de PVPK30

*For mulations de PVPK 30 :

pH=6,8 : Presence de PVPK 30

2
Temps (h)

FigurelV.5: Profils de libération en présence de PVPK30
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Interprétation desrésultats obtenus:

D’ apres les résultats de la cinétique de libération des différents essais de formulation,
représentés sur les Figure V1.4 V1.5, les microparticules montrent un profil de libération
prolongée jusqu’a 04 heures de dissolution in vitro avec un taux de dissolution variant entre
30% et 70%.

Parmi les formulations sans PVPK30, une libération plus lente a é&é observée pour la
formulation de (H3), contenant la quantité maximale de PLA (300mg). En effet la dissolution
de cette formulation ne dépasse pas 30% apres 04 heures. A noter que la formulation H3
montre un profil de libération similaire & celui de H9 méme s cette derniere contient une
guantité maximale de PVPK30 (75mg) et 200mg de PLA. Ceci rgjoint I'interprétation émise
au sous-chapitre V1.1 ou I’ augmentation de la quantité du PVP jusgu’a 75mg n’a pas amélioré

le taux d’ encapsulation de laformulation (H9).

Une meilleure dissolution & été observée pour les formulations (H8, H10, H2, H7 et H11)
dans le milieu intestinal. Ceci est probablement due a la présence du polymere PVPK30 qui a
fait en sorte d’améiorer I’ hydratation des microparticules par la création de canaux, Ceci
concorde parfaitement avec les travaux réaisés antérieurement par Costa et a. 2013 [1]
prouvant I’ effet du PV P sur I’amélioration de la biodisponibilité du principe actif.

Il est important donc de souligner que le taux de dissolution d’hydrohlorothiazide a été

amélioré pour les formulations contenant du PVPK30 jusqu'a 70% par rapport a celles ne
contenant pas ce polymeére ou le taux de dissolution d’ hydrochlothiazide ne dépasse pas 40%.
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VI.4.Caractérisation par microscopie éectronique a balayage (MEB)

Lafigure V1.6 montre laforme d hydrochlothiazide avant I’ encapsulation, Lafigure VI.7

montre |es microparticul es formées apres |’ encapsul ation d’ hydrochlothiazide par le PLA
(H3) en utilisant latechnique d’ évaporation de solvant.

FigureV1.6: Micrographie par MEB d hydrochlothiazide

£

P
25 00 kV[LFD | 3000 x | 3.8 mm | 3.0 | Lowvacuum |99.5 tim

FUNDAPL f USDB/

Figure V1.7 : Micrographie par MEB des microsphéres de laformulation H3

I nter prétation des résultats obtenus

Les microparticul es obtenues par la formulation H3 (Figure V1.7) ont une forme sphérique
avec unetaille variant entre 15um et 40um.
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V1.5.Caractérisation des microparticules par spectroscopieinfrarouge

L'analyse IR-TF a été utilisee pour confirmer la présence des bandes caractéristiques
d Hydrochlorothiazide dans les microsphéres ainsi que pour étudier les éventuelles
interactions entre les différents constituants de la formulation. Les spectres IR-TF des
matieres premiéeres Hydrochlorothiazide, PLA et PVPK30 et celui de la formulation H3 ont
été enregistrés entre 400 et 4000 cm.

Spectre IR-TF d’Hydrochlorothiazide :

L e spectre d’ Hydrochl orothiazide est représenté sur lafigure V1.8 ci-dessous.
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Figure V1.8 : Spectre IR-TF d’ Hydrochl orothiazide
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Letableau V1.3 rassemble les principal es bandes caractéristiques d’ Hydrochlorothiazide [ 2].

Tableau V1.3: Principales bandes caractéristiques d’ Hydrochlorothiazide [2]

Nombre d’onde cm™ Attribution

3363 N—H

3171 C—H

2947 =CH2

1527-1604 C=C (aromatique)

1319 Asy S=O
1157 SyS=0
1057 C-N

771 C-Cl

609 C—H

Sy=symétrique, Asy= asymétrique
SpectreIR-TF du PVP K30:

Le spectre du PVPK30 est représenté sur lafigure V1.9 ci-dessous.
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FigureV1.9: Spectre IR-TF PVP K30
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Letableau V1.4 donne les principales bandes caractéristiques du PVP K30 [3].

Tableau V1.4 : Principales bandes caractéristiques du PVP K30 [3]

Nombred’ondecm™ Attribution
3456,55 v OH (COOH)
2955,04 v CH3
1666,55 v C=0 Forte
1435.09 6 CH3
1172.76 v C-O-C (ester)
1072.46 v C-O-C
840.99 v C-COO

v= vibration ; 6= vibration de déformation

Spectre|R-TF du PLA:

Le spectre IR du PLA est représenté sur lafigure VI.10.ci-dessous.

0.20 1 856.32
1089.9
0,15 4 004 45 1752.45 1174.82
LI o N 14547
- e
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m
<L
0,05 4
0,00 S
f I ' 1 ' 1 ! 1 ' I T 1 ' 1
4000 A=00 3000 2500 2000 1500 1000 =00

Nombres d'ondes{cm-1)

FigureV1.10: Spectre IR-TF du PLA
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RESULTATS ET DISCUSSION

Letableau V1.5 donne les principal es bandes caractéristiques du PLA [4, 5].

Tableau V1.5 : Principales bandes caractéristiques du PLA [4, 5].

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= symétrique ; as= asymétrique ; v= vibration ; 6= vibration de déformation

Spectre IR-TF des microparticulesde la formulation H3

Le spectre IR des microparticules de laformulation H3 est représenté sur lafigure VI.11.
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FigureV1.11: Spectre IR-TF de laformulation H3
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Interprétation desrésultats:

D’ apres le spectre IR des microsphéres de la formulation H3, nous remarquons |’ apparition
des bandes caractéristiques d’ Hydrochlorothiazide (3356 cm(N-H) ; 3178 cm™(C-H) ; 2947
cm(=CH2) ; 1604 cm™ (C=C) ; 1365 cm™(S=0) ; 1049 cm™(C-N) ; 732cm™*(C-Cl)) révélant
la présence de ce principe actif dans les microsphéres préparées par la technique

d évaporation par solvant.

Nous remarquons également que les principales bandes des polymeres apparaissent dans le
spectre IR de la formulation H3 (3000-36000H (COOH) ; 2994.45 cm™(CH3), 1755 cm*
(C=0) Forte-1, 1454 cm™ (CH3), 1089,94 cm™*C-O-C).

Enfin, nous pouvons conclure que I’absence de décalage des pics caractéristiques des

différents constituants de la formulation laisse supposer |'absence dinteractions chimiques

entre les polymeéres utilisés et le principe actif Hydrochlorothiazide éudié.
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Conclusion générale

L’ objectif principa de cette étude consiste a éaborer une forme gaénique a libération
prolongée et & améliorer la biodisponibilité d’Hydrochlorothiazide. Pour cette étude, nous
avons préparé une série de formulations a base de cet antihypertenseur encapsulé par un
polymeére biodégradable ; I'acide poly lactique (PLA). Ce principe actif a éé incorporé dans
une matrice polymeérique par la méthode d’ émulsion simple et d’ évaporation du solvant. Les
microsphéres obtenues ont été caractérisées par différentes techniques tels que la microscopie
optique, I'analyse par microscopie éectronique a balayage (MEB), I'andyse IR-TF, la
spectroscopie UV-Visible et le test de dissolution in vitro.

L’analyse par microscopie éectronique a balayage (MEB) a montré des microspheres de
forme sphérique et de taille variable. Le diamétre moyen des microsphéres est compris entre

15um et 40um, taille conforme ala norme des microspheéres.

Les résultats du taux d’encapsulation obtenus par la technique d analyse HPLC nous ont
permis de conclure que le taux dencapsulation d Hydrochlorothiazide est inversement
proportionnel a la quantité du PLA introduite. Le meilleur taux d encapsulation est obtenu
pour laformulation H7(85,35%).

L’ étude de cinétigue de dissolution in vitro des microspheres préparées, réalisée a pH 6,8
montre un profil de libération prolongée jusgu’a 04 heures pour | hydrochlorothiazide. De

plus, I’ utilisation du PVPK 30 améliore la dissolution de ce principe actif.

Enfin, lesrésultats de I’ |R-TF révelent I’ absence probable d’ interactions entre le principe actif

étudié et le polymeére utilisé.

Comme perspectives a cette étude expérimentale, il serait intéressant de réaliser des tests de
dissolution in vitro dans un milieu gastrique pour les microsphéres d’ Hydrochlorothiazide et
auss sintéresser a dautres méthodes de microencapsulation et de caractérisation

physicochimique.
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Annexe |

Equipements de préparation

Balance analytique de marque (SCALTEC)

Dispositif defiltration sousvide



Annexe |

Equipements de controdle

pH —métre de marque (METROHM)

Apparel IR AFFINITY-1 de marque (SHIMADZU)



Annexe |

Chromatographieliquide a haute performance (HPL C), de marque Perkin Elmer série
200

Microscope optique de marque (OLYMPUS)



Annexe |

Dissolu test, marque PHARMA TEST



Annexe | |

Taux de Libération dhydrochlothiazide dansle milieu intestinal (pH =6.8)

Taux(%) 30min 1H 1H30 2H 3H 4H
For mulati
H1 16.46% | 21.54% 23.65% 27.67% 33.76% 36.08%
H2 21.18% | 27.31% 32.53% 40.66% 59.02% 65.29%
H3 14.73% | 16.01% 19.03% 21.05% 26.27% 29.83%
H4 18.25% | 23.12% 26.30% 29.85% 35.66% 38.37%
H5 16.00% | 20.14% 22.20% 25.52% 31.05% 35.50%
H6 19.04% | 25.50% 28.44% 32.18% 38.92% 40.32%
H7 21.73% | 26.01% 30.03% 38.05% 57.25% 62.63%
H8 25.90% | 32.85% 40.07% 49.83% 66.04% 71.62%
H9 15.32% | 19.12% 21.30% 23.85% 29.66% 33.97%
H10 23.90% | 29.85% 35.07% 42.83% 64.04% 69.62%
H11 18.00% | 24.12% 27.30% 34.85% 52.66% 59.37%
PA 69.67% | 85.25% 90.63% 93.25% 93.89% 94.05%




Annexe III

Figure V1.2: Longueur d’ onde maximale d absorption d” hydrochlorothiazide
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Figure V.3 : Courbe d' étal onnage de sol utions standards dosées par UV-Visible




Résumé

La maadie de I'hypertension artérielle nécessite des prises répétées de medicaments
antihypertenseurs par différentes voies, entre autres la voie orade qui est une mode
d’ administration traumatisant mais qui peut aussi poser un probleme 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 systéme thérapeutique (Microparticules) par voie orale a libération prolongée. Ces
microparticules sont chargées d’ un antihypertenseur, I’ Hydrochlorothiazide, préparée par la
technique d’ évaporation du solvant en utilisant un polymére biodégradable ; le Poly acide
lactique (PLA). Les microsphéres obtenues ont été caractérisées et quantifiées par
différentes techniques d’ analyse. Les résultats de I’ étude quantificative par HPLC montre
gue le taux d'encapsulation de |I’Hydrochlorothiazide est inversement proportionnd a la
quantité du PLA utilisée. L'analyse par Microscopie Electronique & Balayage (MEB) a
montré des microspheres de forme sphérique et de taille comprise entre 15um et 40um.

L’ étude cinétique de la dissolution in vitro des microspheres préparées, réalisee a pH=6,8

montre que I’ utilisation du PV PK30 améliore la dissolution du principe actif étudié.

Mots clés : Encapsulation, Hydrochlorothiazide, Poly acide lactique(PLA), Poly vinyl

pyrrolidone (PVP), Dissolution, antihypertenseurs



