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Introduction générale

L'amélioration de la solubilité des composés bioactifs hydrophobes constitue un défi majeur
dans les domaines pharmaceutique, cosmétique et alimentaire. La vitamine E et I'huile
essentielle de romarin sont deux composés naturels aux propriétés antioxydantes puissantes,
largement utilisés pour leurs bénéfices sur la santé. Cependant, leur faible solubilité dans les

milieux aqueux limite leur efficacité et leur application [1].

L'encapsulation représente une solution prometteuse pour surmonter ces limitations en
améliorant la solubilité, la stabilité et la biodisponibilité des substances hydrophobes. Cette
technique consiste a enfermer les composés actifs dans une matrice protectrice, permettant ainsi

un contrdle de leur libération et une protection contre les dégradations environnementales [2].

Ce mémoire se propose d'explorer I'amélioration de la solubilité de la vitamine E et de I'huile
essentielle de romarin en utilisant différents systémes d'encapsulation, notamment les
liposomes [3], les alginates [4], les cyclodextrines et le polyéthyléne glycol (PEG)[5].
Chaque systeme d'encapsulation offre des avantages uniques en termes de capacité a solubiliser
et stabiliser les composés hydrophobes, en fonction de leurs propriétés physico-chimiques

spécifiques [3].

Les liposomes, composes de bicouches lipidiques, sont connus pour leur capacité a
encapsuler efficacement des substances hydrophobes, facilitant leur incorporation dans des
formulations aqueuses. Les alginates, polysaccharides naturels dérivés d'algues, offrent des
propriétés gélifiantes et biocompatibles, idéales pour la libération contr6lée de composés actifs.
Les cyclodextrines, avec leur structure en cavité, peuvent former des complexes d'inclusion
avec des molécules hydrophobes, améliorant ainsi leur solubilité. Enfin, le polyéthyléne glycol
(PEG) est un polymére hydrophile capable de stabiliser et de solubiliser divers composés
bioactifs [5].

Cette etude examine I'effet synergique potentiel entre la vitamine E et I'huile essentielle de
romarin lorsqu'ils sont utilisés conjointement. L'effet de synergie se référe a la situation ou
I'action combinée de deux substances produit un effet plus important que la somme des effets
individuels. Dans le contexte de cette etude, l'association de la vitamine E et de I'huile
essentielle de romarin pourrait renforcer leurs propriétés antioxydantes et améliorer leurs effets
bénéfiques sur la santé. La synergie entre ces deux molécules pourrait résulter de leurs
interactions chimiques et physiques, augmentant ainsi leur stabilité et leur efficacité dans les

systemes biologiques.




Introduction générale

L’objectif de cette recherche consiste a mettre au point un systeme d’encapsulation et
solubilisation d’un principe actif hydrophobe, la vitamine E et I’huile essentielle Romarin. Elles

sont portés sur la diversité des molécules solubilisates, HP-B-CD, PEG, liposome et alginate.
Le manuscrit s’articule en quatre chapitres :

*» Le premier chapitre est une synthese bibliographique sur 1’encapsulation et les différents
systéemes d’encapsulation.

% Alors que le deuxieme chapitre décrit les composés hydrophobes et synthétiques ainsi des
généralités sur I’huile essentielle de romarin et la vitamine E.

% En revanche, le troisiéme chapitre est consacré pour la partie expérimentale ou on décrit
les différents protocoles expérimentaux réalisés.

% Enfin, le quatriéme chapitre exporte les différents résultats obtenus.

Le travail s’achévera par une conclusion générale.
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1. Introduction

Dans ce chapitre, nous avons exploré les différentes méthodes et types d'encapsulation.
Nous avons également examiné les diverses applications pour faciliter notre étude. En

consequence, nous proposons de fournir plus de détails sur notre travail dans le chapitre suivant.
2. Historique de I'encapsulation

L'encapsulation est un domaine de recherche tres dynamique, démontrant une
compétition multidisciplinaire majeure. Aujourd'hui, les capsules doivent étre toujours plus

sophistiquées et spécifiques [6].

Le premier produit commercialisé généré de I'encapsulation a été le papier autocopiant

développé par Green et Schleicher dans les années 1950 [7].

C'est dans les années 50 qu'ont été développés les premiers produits encapsulés, avec la
fabrication du papier copie sans carbone, sur lequel était fixé des microcapsules contenant de
I'encre. Sous l'effet d'une pression, les capsules s'ouvraient, libérant ainsi les actifs protégés.
Aujourd'hui, les applications de I'encapsulation sont nombreuses et touchent des domaines tels
que les industries chimiques, agro-alimentaires, pharmaceutiques, cosmétiques, nutraceutiques,

I'agriculture, les textiles ou encore la peinture [8].
3. Définition de I'encapsulation

D'une maniere générale, I'encapsulation peut étre définie de la fagon suivante: piégeage
d'un ou plusieurs objets au sein d'un matériau en vue de son immobilisation, sa protection, le
contrdle de son transfert, sa structuration et sa fonctionnalisation [9]. Cette définition faite

référence aux enjeux de I'encapsulation et englobe un grand nombre de systemes.

L'encapsulation est un procédé qui a pour but de piéger une substance ou un mélange de
substances précis a l'aide de matériaux adaptés. Les substances qui feront l'objet d'une
encapsulation peuvent étre liquides, solides ou gazeuses. Généralement, ce sont des principes
actifs sensibles ou instables a certains facteurs environnementaux et qui ont une action bien
ciblée. Il peut aussi s'agir de substances dont on souhaite modifier I'état comme par exemple la
transformation d'un liquide en solide [8]. L'encapsulation permet d'immobiliser les composés
volatils des huiles essentielles, de stabiliser ces dernieres et de les protéger (contre la lumiere,

I'oxygene et la température).
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4. Objectifs de I'encapsulation
Les principaux objectifs de I'encapsulation sont comme suit : [10-13]

e Obtenir une libération prolongée du médicament;

e Améliorer la solubilité du médicament hydrophobe insoluble en réduisant la taille des
particules.

e Masquer les propriétés organoleptiques telles que le gol(t et l'odeur de nombreux
médicaments et améliorer ainsi la compliance du patient.

e Convertir les médicaments liquides en des poudres a écoulement libre.

e Protéger les médicaments sensibles a I'humidité, a la lumiere et a l'oxygene et a la
température.

e Empécher I'incompatibilité entre les substances actives et les excipients.

e Protéger des médicaments, qui se vaporisent a température ambiante ou qui sont de nature
volatile.

e Modifier le site d'absorption pour les médicaments qui présentent une toxicité a pH faible.

e Produire des médicaments amorphes avec des propriétés physiques souhaitables. Elle
permet de préparer des cellules immobilisées ou des enzymes;

e Faciliter I'injection grace a la forme spheérique et de la taille des particules:

5. Technique et efficacité d'encapsulation
Il n'existe pas de systéme universel d'encapsulation pour une substance active donnée. En
effet, lorsque I'actif a protéger est un complexe de molécules, tels que les extraits naturels, les
contraintes et les difficultés de développement sont importantes. Les différences entre les
composés (hydrophilie/hydrophobicité, différences de masses moléculaires, fonctions
chimiques diverses, etc.) vont conduire a des différences d'interaction avec le ou les matériaux
de recouvrement, entrainant par exemple des rendements d'encapsulation variables [8]. De
nombreuses méthodes d'encapsulation ont été développées afin de s'adapter a divers types de
substances actives et matériaux enrobants. Ces différentes méthodes permettent d'obtenir des
particules aux caractéristiques variées (taille, épaisseur de la paroi, perméabilité) permettant de
moduler la libération de la substance active [14].
L'efficacité de I'encapsulation dépend de plusieurs variables. La rétention de lI'agent actif

dans I'enveloppe membranaire est régie par des facteurs liés a la nature chimique du noyau,
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notamment son poids moléculaire, sa fonctionnalité sa polarité et sa volatilité, les propriétés de
matériau de base et la technique d'encapsulation choisie.

Les matériaux de base les plus couramment utilisés dans la coacervation sont les
polysaccharides et les sucres (gomme, amidon, cellulose, cyclodextrine); les protéines
(gelatine, caséine, protéines de soja); les lipides (cires, paraffine, huiles); et des polymeres
synthétiques (polymeéres acryliques, poly vinylpyrrolidone). Dans une moindre mesure, des
matériaux inorganiques tels que des silicates, des argiles et des polyphosphates peuvent

également étre utilisés [15].

6. Procédés d'encapsulation

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour favoriser I'encapsulation des composes
bioactifs. Le choix de la méthode d'encapsulation la plus appropriée dépend essentiellement du
type de matériau de base et des caractéristiques du produit final ou I'encapsulation sera
appliquée. De plus le choix de matériau de la paroi de la capsule a une grande influence sur les
propriétés de la substance encapsulée, particuliérement sur I'efficacité d'encapsulation, et

devrait étre considéré soigneusement [16].
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Figure 1 : Les procedés d'encapsulation [16].

Il est, cependant, Impossible d'avoir une technique d'encapsulation qui s'adapte a toutes les
molécules car chaque molécule présente des propriétés complétement différentes (consistance

(liquide, solide), stabilité, état physique, solubilité, point de fusion...).

Il existe plusieurs maniéres de classer les procédés industriels d'encapsulation suivant

différents critéres : [9]

e L utilisation ou non de solvant organique,

e La nature du milieu dispersant: liquide, gazeux ou a I'état supercritique,

e L'utilisation de polyméres préformes, de lipides ou de monomeres,

e Le procédé utilisé pour réaliser la microencapsulation.

Cette derniére maniére de classer les procédés industriels est la plus couramment utilisée, donc

on distingue 3 groupes de procédés : [15]

e Les procédés mécaniques: sont basés sur le séchage ou la solidification de gouttelettes
contenant tous les constituants de la future particule.

e Les procédes chimiques sont caractérisés par un déclenchement simultané de la synthése de
la membrane (ou de la matrice) et de I'encapsulation du principe actif.

e Les procédés chimiques n'utilisent donc pas de matrices enrobantes préformees.
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Les procédés physico-chimiques sont dépendants :

e De la solubilité des agents enrobant sous l'effet de variations des conditions physiques
(température, pH, ajout d'un non solvant ou d'un polymere incompatible...)
e De changements d'état (fusion et solidification) des agents enrobant.

Tableaul : Classification des techniques d'encapsulation selon la nature de procéde [16].

Type de procédé Mode d’encapsulation Type de microparticules
Procédés Séparation de phases ou | Microcapsules
physicochimiques coacervation (simple ou | Microsphéres

complexe)

Evaporation-extraction de | Microspheres

solvant

Gélification thermique | Microsphéres

d’émulsions (Holt melt)

Procédés chimiques Polycondensation Microcapsules

interfaciale

Polymérisation interfaciale | Microcapsules

Procédés mécaniques Nébulisation/ séchage | Microsphéres
(spray drying)
Enrobage en lit fluidisé Microcapsules

(spray-coating)

Extrusion/ sphronisation Microspheres

6.1. Procédés mécaniques

» Nebulisation/séchage par pulvérisation (spray drying)

e Le procédé de nébulisation/séchage par pulvérisation est un procédé continu en une seule
étape qui permet de transformer une formulation liquide initiale en une forme
microparticulaires séche. La formulation liquide initiale peut étre constituée [17].

e Soit d'une solution de matiére active et de matériau enrobant:

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

e Soit encore d'une émulsion de matiere active dans une solution de matériau enrobant.
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e Leséchage par pulveérisation (atomisation ou nébulisation) est la technique la plus largement
mise en ceuvre pour la microencapsulation des composés bioactifs. 1l s'agit d'un processus
simple, rapide et peu colteux. Les principes de base de cette technique sont I'atomisation
de I'alimentation liquide dans la chambre de séchage sous forme de minuscules gouttelettes
contenants des composés bioactifs, I'apport d'air chaud dans la chambre de séchage induit a
la formation de microcapsules sphériques et la séparation de ces microcapsules par
récupération cyclonique [16].

e Les matériaux les plus couramment utilisés dans I'encapsulation par la technique du spray
drying sont les protéines, telles que les protéines laitiéres et les isolats de protéines
végeétales, et les polysaccharides tels que la gomme arabique, les maltodextrines, I'amidon

modifié, lI'inuline et la gomme de cajou [14].

> Gélification ou congélation de gouttes

e Le principe de la technologie du gélification est similaire au principe de nébulisation. Ceci
prés qu'il ne s'agit pas de séchage sous air chaud mais de refroidissement rapide de
gouttelettes constituées d'une cire a haut point de fusion. Le principe est donc basé sur la
solidification des cires [18].

e La matrice d'encapsulation doit avoir un point de fusion trés supérieur a la température de
I'air de refroidissement ainsi qu'un pic de solidification le plus fin possible. L'actif peut étre
solide ou liquide, hydrophobe ou hydrophile. Les microsphéres obtenues ont une
granulométrie qui varie de 100 a 400 um, avec un taux d'encapsulation pouvant atteindre
40 a4 60% [6].

» Enrobage en lit fluidisé

e Le procédé d'enrobage en lit fluidisé est une technologie qui s'applique exclusivement sur
des particules solides (granulées, cristaux) par enrobage en couche uniforme [19].

e Egalement, des matiéres actives liquides peuvent étre encapsulées apres absorption par des
supports particulaires poreux.

Ce procéde comprend une séquence cyclique qui se décompose en 3 temps :
» Fluidisation de la poudre de particules:
= Pulvérisation du matériau d'enrobage sur les particules;

= Séchage de I'enrobage.
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> Extrusion

e L'encapsulation par extrusion est utilisée quasi exclusivement pour des substances volatiles
et instables telles que des ardmes dans des matrices d’hydrate de carbone a 1’état vitreux
[19].

e La méthode d'extrusion consiste a déposer des gouttelettes d'une solution aqueuse de
polymere (le plus souvent c'est de l'alginate de sodium) et I'active dans un bain gélifiant
(dans le cas de l'alginate, le bain gélifiant est une solution de chlorure de calcium) [20].

e L'extrusion est une technique douce et pratique, qui offre une encapsulation réussie d'une
grande variété de composes, y compris des composés hydrophiles ou hydrophobes avec une
longue durée de conservation [21].

6.2. Procédés physico-chimique
Les procédeés physico-chimiques sont basés sur la maitrise:

e De variations de solubilité et de conditions de précipitation des agents enrobant. Il s'agit,
par exemple, de la précipitation contrdlée d'un polymere en solution, par ajout d'un non-
solvant ou d'un polymere incompatible (coacervation simple), ou encore par variation de
température et de pH de la solution (coacervation complexe).

e De changements d'état (fusion et solidification) des agents enrobant (gélification thermique
d'émulsions) [14].

» Coacervation

Les processus de coacervation s'operent dans des conditions douces (pas de solvant agressif,

organique,...); par conséquent, ces méthodes sont un bon potentiel pour la micro- encapsulation

de cellules vivantes et de molécules labiles, lesquelles ne peuvent pas résister aux conditions
dures (chaleur, solvants organiques) qui accompagnent les autres procédés de micro-

encapsulation [22].

% Coacervation simple

Le procedé de coacervation consiste a abaisser la solubilité d'un polymere (coacervation simple)
initialement solubilisé dans un solvant organique ou en milieu aqueux, en variant la température
ou par ajout d'un électrolyte, d'un non-solvant ou d'un 2me polymeére (agent de coacervation).
Il se formera deux phases liquides I'une riche en polymeére (coacervat) et l'autre pauvre en

polymere [7].
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*

+ Coacervation complexe
En effet, la structure du coacervat est << complexe » puisqu'elle comprend deux polymeres, par
opposition a la coacervation simple qui génere des gouttelettes de coacervat constitué d'un seul

polymere.

La réticulation des microcapsules obtenues se fait par ajout de glutaraldehyde ou d'acide

tannique, ce qui permet de solidifier les particules [25].

» Evaporation-extraction de solvant
Cette technique est la plus largement développée sur de nombreux polymeéres. Elle se base sur
I'évaporation de la phase interne d'une émulsion sous agitation donnant lieu a la précipitation

du polymere d'enrobage préalablement dissous dans cette phase sous forme de Microspheére [9].

» Gélification thermique << hot melt >>

Ce procéde repose sur la fusion du matériau d'enrobage. La matiére active a encapsuler est
dissoute ou dispersée dans ce matériau fondu. L'ensemble est émulsionné dans une phase
dispersante, dont la température est maintenue supérieure a la température de fusion de
I'enrobage (Tf) et pour laquelle la matiére active n'a aucune affinité il s'agit d'eau distillée
lorsque la substance a encapsuler est lipophile, et d'huile de silicone, par exemple, lorsqu'elle
est hydrosoluble. La solidification des globules dispersés est obtenue en refroidissant

brutalement le milieu [9].

6.3. Procédés chimiques

Contrairement aux deux autres classes de techniques qui utilisent des agents enrobant
préformés tels que des polymeéres ou des lipides, les procédes d'encapsulation <<<<< chimiques
>>> reposent sur la formation in situ du matériau enrobant. Les composés de base sont des
Monomeres [26].
» Polycondensation interfaciale
La polycondensation interfaciale met en jeu 2 monomeres ayant des groupes fonctionnels
complémentaires (A et B), chacun soluble dans une des phases d'un systéeme diphasique.
L'encapsulation de principes actifs peut étre réalisée par cette méthode via un protocole en deux
étapes. Dans un premier temps une émulsion est préparée, la phase dispersée contenant lI'espece
a encapsuler ainsi qu'un monomere. Puis cette émulsion est diluée afin d'apporter le second
monomere en phase continue. La réaction déemarre alors a l'interface des gouttelettes. On obtient
en fin de réaction une membrane a l'interface des obtient en fin de réaction une membrane a

I'interface des gouttelettes qui renferment I'espéce a encapsuler [19].
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La taille des microcapsules obtenues par polycondensation interfaciale est comprise entre
environ 0,5 um et 100 um selon la taille initiale des gouttelettes d'émulsion [9].

» Polymérisation interfaciale

Cette technique, combine une émulsion eau dans huile (E/H) ou huile dans eau (H/E) et une
réaction chimique entre deux réactifs a l'interface de la phase dispersée. La phase dispersée
contient un solvant, un principe actif et le monomeére A. Elle peut étre soit aqueuse, soit
organique. La phase continue est constituée d'un solvant et d'un monomeére B. Le déroulement
d'une polymérisation interfaciale appliquée a la formation de microparticules est schématisé a
la figure 2. Au départ I'émulsion se fait en I'absence du monomére B. Ce dernier n'est introduit
qu'a partir du moment ou I'émulsion est stabilisée. La réaction de polymérisation peut ensuite
débuter [27].

B8 B3 P A® "B/— Prncipe actf a encapsuler
Monomere A ——vo e Z B
% L ]
B A :\ * Be—t——— Monomére B
5 - ~B
Ohgomére soluble dans la phase dispersée Oligomére insoluble dans la phase dispersée
=] R S D
B Bfl’\’_‘/‘ 0 B/.AO.\"-
F72) CONE
B f\}A?: B8 B Alde B
B N3O B B % /B

Mool v o Miviocapsules

Figure 2 : Mécanisme de formation des microparticules par Polymérisation interfaciale [27].
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7. Domaines d'applications d’encapsulation

L'encapsulation étant une methode de protection de différentes matieres actives des
facteurs extérieurs, ce concept a été largement utilisé dans divers domaines d'applications et

reste en constante évolution, on cite :

7.1. Agroalimentaire

L'encapsulation utilisée principalement pour les additifs alimentaires, est un moyen idéal
pour masquer le godt, I'odeur et voir méme la couleur de certaines substances, et donc ajuster
la saveur alimentaire. Elle permet aussi d'éviter les interactions entre les différents composants
d'un complexe alimentaire et de protéger les principes actifs vis-a-vis de I'oxydation (protection
des ardmes) ou encore de I'humidité (protection du sel et du sucre), et par conségquence

prolonger la durée de conservation du produit [28-30].
7.2. Textile

Les microcapsules peuvent rendre des textiles hydratants, désinfectants, parfumes...etc.
Récemment, des tissus contenant des microcapsules a base de paraffine permettent d'ajuster

automatiquement la température en fonction de la chaleur du corps humain [31].

7.3. Cosmeétique

L'encapsulation dans le domaine du cosmétique vise a utiliser des microcapsules comme
réservoirs pour diverses cosmétologiquement actives et susceptibles d'étre dégradées trop
rapidement dans le milieu externe du produit, a titre d'exemple : la vitamine E (action
antiradicalaire), la dihydroxyacétone (action bronzante), ou encore la caféine [28]. Dans ce
domaine, des microcapsules ont déja été intégrées dans différentes cremes, des shampooings,

ou des gels, afin de prolonger la stabilité chimique et microbiologique du principe actif [30].

7.4. Biomédical

L'encapsulation dans les hydrogels est I'une des stratégies utilisées dans le domaine médical,
essentiellement dans l'immuno-isolation pour séparer les cellules vivantes de leur
environnement, en cas de greffe par exemple. Ces hydrogels sont fabriqués a partir de
polymeres ayant la capacité de former des structures tridimensionnelles sous forme de gel
pouvant absorber de grandes quantités de molécules d'eau. Comme certains de ces hydrogels.
peuvent étre constitués jusqu'a 99% d'eau, ils créent une structure compatible avec la survie des

cellules encapsulées a l'intérieur du gel tout en étant bien tolérés dans le corps humain. La
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formation de ces hydrogels offre un support tridimensionnel aux cellules, tout en les isolants de
I'extérieur grace aux réseaux des chaines de polymeres [28]. Ils permettent une perfusion
sélective des nutriments, de I'oxygéne et de produits protéiques vers l'intérieur du gel, mais
empéche les grandes molécules toxiques [28, 33] et les molécules physiologiques de haut poids

moléculaire et les anticorps ainsi que d'autres substances immunologiques de passer [32, 33].

7.5. Pharmaceutique

La micro encapsulation joue un réle de plus en plus important dans la délivrance des
médicaments, les microspheres contenant des médicaments sont utilisées par voie orale ou par
injection intramusculaire [8]. Elles sont principalement congues pour controler le taux et la
durée de la libération du principe actif, améliorer la biodisponibilité et la stabilité des
médicaments et cibler des sites spécifiques du corps [33].

L'encapsulation des vaccins est aussi visée par les chercheurs scientifiques, ces derniers
reconnaissent maintenant I'importance de la vaccination par voie orale ou intranasale. La
délivrance efficace des vaccins par les voies non parentérales peut étre réalisée avec succes, a
I'aide de cette technique d'encapsulation en raison de I'excellente propriété mucoadhésive des
biopolymeres et leur capacité protectrice de I'environnement acide. Des rapports antérieurs
indiquent que les microcapsules de l'alginate permettent une libération prolongée du vaccin et

aide maintenir son intégrite [33].
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Tableau 2 : Différent domaine d'applications de I'encapsulation [34].

Domaine industriel

exemple de composes encapsulés

Pharmacie et médical

Antibiotiques, contraceptifs, enzymes, vaccins, bactéries, vitamines,

minéraux, antigénes, anticorps

Cosmétique Parfums, huiles essentielles, anti transpirants, agents bronzants,
cremes solaires, colorants capillaires, baumes démélants, mousses a
raser
huiles essentielles, graisses, épices, ardbmes, vitamines, minéraux,

Alimentaire colorants, enzymes, levures, micro-organismes...

Agiculture Herbicides, insecticides, engrais, répulsifs, hormones végétales...

Biotechnologie

Enzymes immobilisées, microorganismes, cellules vivantes,
cellules artificielles,

cultures tissulaires, composes nutritionnels...

Chimie

Catalyseurs, enzymes, additifs pour plastiques, eau (platre et béton),

inhibiteurs de corrosion, retardateurs d'incendie, colorants et
pigments, agents UV protecteurs, parfums, huiles essentielles, agents

lubrifiants...

Détergent

Adoucissants, antistatiques, agents décolorants, agents moussants,

silicones, cires, détachants...

Textile

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

bioactifs cosmétiques

graphisme et

impression

Colorants, pigments, parfums, révélateurs, cristaux liquides, toners,

composés photosensibles...

Photographie

Halogénures  d'argent, pigments, colorants, composes

photopolymérisables, révélateurs pour photographies couleurs,

plastifiants ...

Electronique

Cristaux liquides, matériaux semi-conducteurs, adhésifs, agents de

séchage, retardateurs de flammes, antistatiques...
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8. Les systemes d'encapsulation

Les systemes d'encapsulation sont des méthodes utilisées pour envelopper ou enfermer une
substance active dans une matrice protectrice. Cela permet de protéger la substance active, de
contréler sa libération et de I'acheminer efficacement vers son lieu d'action.
Parmi les systémes d'encapsulation : les cyclodextrines, les liposomes, polyéthyléne Glycol
(PEG).

8.1. Cyclodextrine

Les cyclodextrines (CD) représentent une famille d'oligosaccharides cycliques non
toxiques, obtenus par dégradation enzymatique de I'amidon. Ils comportent six, sept ou huit
unités glucose reliees par des liaisons -1-4, nommées respectivement a, B, et y CD. Divers
groupes fonctionnels modifiés des CD pourraient étre joints aux CD natifs, entrainant une
modification de leur solubilité et/ ou de leur stabilité [35, 36]. Ils ont une forme semblable a
celle d’un cone ; avec une surface extérieure hydrophile, ce qui rend les CD solubles dans I'eau.
Une cavité interne non polaire est formée, permettant la formation de complexes d'inclusion de
molécules invitées lipophiles [37]. En raison de leur capacité a modifier les propriétés
physicochimiques des médicaments et autres composés, les CD sont généralement indiqués
comme excipients pharmaceutiques habilitants. Une ou plusieurs molécules médicamenteuses
peuvent former un complexe avec une molécule CD et une ou plusieurs molécules CD peuvent
former un complexe avec une molécule médicamenteuse. Habituellement, une molécule

médicamenteuse crée un complexe avec une molécule CD [38].
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Tableau 3 : Les principales propriétés physicochimiques des trois cyclodextrines [39].

Caractéristiques a-CD B-CD v-CD
Nombre d’unités 7 8 9
Formule brute C3sH60030 C42H7003s5 CasHs0040
Masse molaire (g.mol™?) 972.9 1135 1297.1
Volume de la cavité (A% 174 262 427
Diamétre de la cavité (A) 5.7 7.8 9.5
Diamétre du périphérique (A) 13.7 15.3 16.9
Hauteur du cone (A) 7.8 7.8 7.8
Nombre de molécules d’eau dans la cavité | 6-8 11-12 13-17
Solubilité dans I’eau a 25°C (g/100ml) 145 1.85 23.2
Température de fusion (°C) 275 280 275
pkaa 25 °C 12.3 12.2 12.1
pouvoir rotatoire a 25° C +150.5 +162.5 +177.4
hydrolyse enzymatique (a-amalyse) Négligeable Lente Rapide

Les cyclodextrines sont des composés cristallins, homogénes et non hygroscopiques. Elles
se présentent sous forme d'une poudre blanche. Ces substances sont inodores et ont un godt
trés faiblement sucré. Le diamétre de la cavité dépend du nombre d'unités glucopyranose alors
que la hauteur est la méme pour les trois CDs. Ainsi, le diamétre externe et le volume de la
cavité augmentent en allant de 1'a-CD a la y-CD. La solubilité aqueuse varie d'une fagon
moins réguliére, la B-CD possedant la plus faible solubilité. Ceci peut s'expliquer par le fait que
la proximité des hydroxyles secondaires de la B-CD favorise la formation d'une ceinture
compléte de liaisons hydrogéne qui lui confére une forte stabilisation. Toutefois, la B-CD est
la plus intéressante du point de vue complexation et représente au moins 95% de la production
de CDs [40].

Nombreux dérivés de CDs ont été synthétisés pour différents objectifs [41] améliorer la
capacité de complexation des CDs; augmenter leur solubilité aqueuse; augmenter leur affinité
pour une molécule donnée; introduire des groupements spécifiques facilitant la complexation;
synthétiser des polymeéres et diminuer les dégats provoqués au niveau des membranes

cellulaires.
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Figure3 : Structure des cyclodextrines naturelles [41].

Les groupements hydroxyles des CDs et particuliérement la 3-CD peuvent étre modifiés par
voie chimique ou enzymatique [41]. Les dérivés de cyclodextrines habituellement rencontrés
sont de type méthyle, hydroxypropyle [42] et sulfobutyléther [43]. Les dérivés de CD sont
caractérisés par le degré de substitution molaire moyen (MS) qui est le nombre moyen de
substitution par unité d'a-D-glucopyranose (le MS varie de 0 a 3). Par conséquent, le MS varie
d’un dérivé de CD a une autre, et donc les masses molaires varient également [41].

8.2. Les liposomes

Les liposomes sont des veésicules sphériques composées d'une ou plusieurs couches
lipidiques le plus souvent de nature phospholipidique. Ils sont capables d'encapsuler une
molécule active hydrosoluble, liposoluble ou amphiphile, de la vectoriser et de maitriser sa
libération en fonction des conditions environnementales. Lorsque les molécules encapsulées
sont des protéines, on les appelle protéoliposomes [43].
Les liposomes sont composés majoritairement de phospholipides et de cholestérol (permet
d'améliorer la fluidité de la bicouche lipidique). La disposition des phospholipides est semblable
a celle de la membrane cellulaire mais sous forme de vésicule renfermant un volume aqueux au
centre ce qui permet de piéger des molécules hydrophiles. Ceci implique la facilité avec laquelle
ces vesicules peuvent transporter et libérer des composes bioactifs dans les cellules humaines

d'ou le grand intérét de leur usage dans la délivrance médicamenteuse.
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Molécule hydrophile

Figure4 : Structure du liposome [43].

L'une des premiéres applications des liposomes dans les produits alimentaires était dans

I'encapsulation des principes actifs hydrophobes.

Les vitamines ont également été encapsulées dans des liposomes pour améliorer leur
rétention telle que vitamines A et E, et les carotenes ce qui a permis de prolonger la demi- vie
antioxydants piégés et de faciliter leur absorption intracellulaire [44]. Les liposomes ont
également été utilisés pour augmenter la qualité nutritionnelle des produits laitiers en piégeant
la vitamine D dans la creme et le fromage ce qui a permis de protéger les vitamines de la
dégradation [45].

8.3. Polyéthylene Glycol

Le polyéthyléne glycol est un polymére neutre non toxique avec la structure HOH2C
(CH20CH2) nCH20H et difféerents poids moléculaires. Le polyéthyléne glycol (PEG) est
actuellement I'un des matériaux polymeres les plus utilisés pour l'administration de
médicaments. De plus, le PEG peut modifier la pharmacocinétique et généralement la toxicité
des molécules bioactives. De plus, le PEG peut améliorer la durée de vie de I'ensemble « support
de médicament », permettant ainsi I'administration de concentrations plus faibles du composite
« support de médicament » et réduisant par conséquent la toxicité. Le PEG couvre une large
gamme de propriétés bénéfiques, notamment une solubilité élevée dans les milieux aqueux ainsi
que dans les solvants organiques, ce qui facilite la modification des groupes terminaux. Il est

également largement utilisé pour la modification des supports utilisés en thérapeutique [46].
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8.4. Les Alginates de sodium

L'alginate est une limite collective pour une famille des polysaccharides produits par les
algues brunes et bactéries. L'acide alginique a été decouvert, extrait, et fait breveter la premiére
fois par Stanford. L'alginate est un des biopolymeéres les plus polyvalents. Il est utilisé dans le
secteur agroalimentaire et I'industrie pharmaceutique car il posséde de nombreuses propriétés:
épaississant, stabilisant, gélifiant [47]. Ce polysaccharide a été identifié comme composant
structural des algues brunes marines, ou il constitue jusqu'a 40 % de la matiere seche et se
produit principalement dans le mucilage intercellulaire et la cellule d'algues murent comme
mélange insoluble de calcium, de magnésium, du potassium, et des sels de sodium [48]. La
présence de l'alginate fournit la force et la flexibilité mécaniques de I'algue et, en plus, agir
comme la déshydratation d'empéchement de réservoir de I'eau une fois qu'une partie de I'algue
a été exposé a l'air.
L'alginate peut étre considéré ainsi comme ayant la méme chose morphophysiological
propriétés en algues brunes en tant que ceux de la cellulose et des pectines aux usines terrestres.
Plusieurs bactéries, telles qu'espéces de vinelandiiand d'azotobactérie de nombreuses de Les
pseudomonas, produisent un matériel polymere exocellulaire qui ressemble a l'alginate [49].
L'acide alginique est un polymeére naturel, linéaire, de structure hétérogene, constitué de deux
unités monosaccharidiques: l'acide f-D-mannuronique et 1'acide a-L-guluronique. Il s'agit donc
d'un polyuronide. Ces acides sont liés entre eux par des liaisons glycosidiques du type 3-(1-4).
Il est important de noter que la proportion en acide mannuronique (Man A) et en acide
guluronique (Gul A) varie d'une espéce a l'autre. L'acide alginique comporte une fraction riche
en ManA appelée bloc M, une fraction riche en GulA appelée G, et une fraction ou les deux
unités d'acides uroniques sont liees alternativement entre elles, appelée bloc MG ou GM [50].
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Na +

Figure 5 : Structure chimique d’alginate de sodium [50].

L'encapsulation est souvent une méthode relativement efficace pour limiter leur
dégradation pendant les procédés de transformation et le stockage du produit. Le procédé
d'encapsulation de substances sensibles consiste en deux étapes: la premiére est la réalisation
d'une émulsion composée du couple « lipide-compose >> dans une solution dense d'un matériau
qui forme la paroi» telle que des polysaccharides ou des protéines. La deuxiéme est le séchage
ou refroidissement de 1'émulsion afin de stabiliser la capsule. Ce sont la nature du coeur », la
nature de la « paroi », la méthode d'encapsulation, les interactions et les conditions de stockage
qui vont affecter la stabilité du composé encapsulé. La taille d'encapsulation peut varier des
quelques millimétres a moins d'un micromeétre ce qui lui confére le statut de microencapsulation
» [47].

8.4.1. L'extraction d'alginate

L'extraction de l'alginate des algues repose sur la solubilité dans I'eau de ce polymere:
L’acide alginique est insoluble dans l'eau, mais les sels de cations monovalents tels que le
sodium Na ou le potassium K' sont solubles. Ainsi, des changements de pH permettent sa
purification et la séparation d'avec les autres composants. Les principales étapes du processus
d'extraction de l'alginate sont [51].
e Prétraitement : les algues sont lavees plusieurs fois a I'eau puis rincées a l'eau distillée, de

facon a retirer d'éventuelles impuretés. Les algues sont ensuite séchées et broyées finement.
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e Purification: la poudre dalgue est traitée avec une solution diluée d'acide, capable de
dissoudre les sucres autres que l'alginate.

e Extraction: I'acide alginique est redissous dans une solution Iégerement basique de NaHCOs
sous forme d'alginate de sodium alors que les protéines encore présentes en solution sont
hydrolysées.

e Récupération : la solution est alors filtrée et un ajout d'éthanol permet de précipiter
spécifiquement l'alginate, celui-ci étant insoluble dans ce solvant contrairement aux acides

aminés issus des protéines precédemment hydrolysees [51].

8.4.2. Propriétés des alginates
8.4.2.1. Propriétés physico-chimiques
8.4.2.1.1. Comportement en solution

La solubilité de 1’alginate de sodium dans 1’eau est influencée par sa force ionique. En effet,
quand la force ionique de la solution change, la conformation des chaines du polymeére change
et donc la viscosité change egalement. De plus, une augmentation de la force ionique entraine
une diminution de la solubilisation de 1’alginate, ainsi, il est préférable de solubiliser dans un
premier temps 1’alginate dans I’eau pure avant d’y ajouter une espece ionique sous agitation
[52].

Le pH de la solution joue également un role dans la solubilisation de 1’alginate. Le pKa de
I’acide mannuronique est de 3,38 et celui de I’acide guluronique est de 3,65. Dans le cas ou le
pH de la solution contenant I’alginate est inférieur aux pKa des deux acides, la formation
d’hydrogel est possible [53].

La viscosité est également un parametre influencant la solubilité des alginates liée & son
tour a la conformation des chaines du polymeére. Une chaine est d’autant plus flexible que sa
viscosité diminue. Ce phénomene est facilement observé dans le cas des alginates lors de 1’ajout
d’un sel, celui-ci va diminuer les répulsions et tend a rapprocher les chaines entre elles, ce

rapprochement des chaines donne lieu a I’augmentation de la viscosité de la solution [54].
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8.4.2.1.2. Aptitude a la gélification

Les alginates sont capables de gélifier suivant deux mécanismes distincts :

e le premier est la gélification de ’acide alginique qui se produit lorsque le pH du milieu est
au-dessous du pKa de I’alginate. Dans ce cas, des associations intermoléculaires peuvent se
produire par des liaisons hydrogénes et des interactions hydrophobes [53].

e le second mécanisme de gélification est réalisé en présence d’ions multivalents tels que les
ions calcium. Dans ce cas, les chaines d’alginate se lient avec ces ions dans une
configuration dite ‘boite a ceufs’ dans laquelle un ion divalent est enfermé dans une coque

d’acide guluronique de I’alginate [55].

8.4.2.2. Propriétés biologiques
8.4.2.2.1. Biocompatibilité

Un matériau est considéré comme étant biocompatible lorsqu’il n’engendre pas de réponse
inflammatoire pour les tissus et qu’il est bien toléré par les cellules [56].

En effet, I’alginate extrait de sources naturelles peut contenir des impuretés comme des
métaux lourds, des endotoxines, des proteines et des composes a base de polyphénols [57].

L’utilisation d’un alginate hautement purifi¢é par de multiples étapes d’extraction
n’engendrait pas de réponse inflammatoire [58].
8.4.2.2.2. Agent absorbant

Les alginates sont connus pour étre des hydrogels capables absorber plusieurs fois (jusqu’a
300 fois) leur taille en eau [59]. Les mécanismes d’absorptions chez les alginates sont au
nombre de deux [60]: une absorption inter-fibres qui correspond a 1’absorption du fluide entre
les fibres et une absorption intra-fibres qui correspond a 1’absorption a I’intérieur de la structure
de la fibre.
9. Le chitosane

Le chitosane est un polysaccharide structure linéaire, c’est un biopolymére cationique de
glucosamine partiellement acétyle [61].

Le chitosane est un composé de nature non toxique. Il possede d'excellentes propriétes.
I1 est soluble dans la plupart des solvants organiques (acide lactique, acétique, ...etc.) et se
précipite a pH >7. C'est un polymere linéaire de poids moléculaire variant de 50,000 a
2,000,000. Toutefois, son poids moléculaire peut dépendre de la séverité du traitement alcalin
lors de I'étape de désacétylation [62].

Nous appelons chitosane tout copolymere dont le degré d’acétylation (DA) est inférieur a

60 % comme c’est I’'usage dans la littérature relative a ce biopolymeére. Le DA qui représente
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le pourcentage d’unités N-acetyl-D-glucosamine. Il n’existe cependant pas de valeur précise du
DA proposant une limite entre les termes chitine et chitosane [63].

Le chitosane dont la formule chimique est (CeH11NOa4) N [64], possede généralement, trois
types de groupes fonctionnels réactifs : les groupes amines sur le carbone C(2), les groupes
hydroxyles primaires et secondaires sur le carbone C(3) et le carbone C(6). La nature chimique
du chitosane fournit beaucoup de possibilités alternatives pour des modifications covalentes et

ioniques qui permettent I'ajustement étendu des propriétés mécaniques et biologiques [60].

I Ux CHa —
8 o NH Jbi.
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3 NH,! U NH. 0
) OH OH dn

Figure 6 : Structure chimique du chitosane [65].

9.1. Propriétés du chitosane
9.1.1. Propriétés physico-chimiques

La chitine et le chitosane sont principalement caractérisés par leur degré d'acétylation (DA)
et par leur masse molaire, dont la détermination nécessite la mise en solution du polymere. De
nombreuses méthodes sont proposées afin de déterminer le DA sur des échantillons solides: la
spectroscopie Infra Rouge a Transformée de Fourrier [66], I'analyse élémentaire qui a été
réalisée par Pelletier [67] et qui montre que le rapport Azote/Carbone (N/C) est
considérablement différent dans la chitine et le chitosane, la RMN solide [68] ou sur des
échantillons en solution : dosage par la spectroscopie UV-visible [69], titrage potentiométrique
[70], PHPLC (Haute Performance Liquide Chromatographie) [71] et RMN liquide.

La chitine est soluble dans trés peu de solvants. Sa masse molaire initiale est de I'ordre de
800 000 a 106g.mol? et elle est généralement fortement acétylée. Les chitosanes obtenus
industriellement ont une masse molaire de I'ordre de 200 000 g.mol et un DA allant de 2 a
25%. Pour le chitosane, lamasse molaire et la répartition des motifs N-acétylés le long de la
chaine sont dépendantes de la méthode de désacétylation utilisée. De plus, un enchainement

successif de plusieurs motifs Nacétylésconfere au polymeére un caractére plus hydrophobe, et
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donc des propriétés autoassociatives (propriétés épaississantes et gélifiantes) et modifie sa

solubilité.

En raison de sa solubilisation en solution acide, le chitosane se comporte comme un
polyélectrolyte cationique de forte densité de charge. Ses propriétés dépendent du pH du milieu.
Le chitosane est solubilisé et il devient cationique quand le pH est inférieur au pKa intrinséque
de la fonction amine du chitosane soit 6,3 [72]. A un pH supérieur (>6,4), les groupements ne
sont plus ionisés et le chitosane se précipite. Autour de pH 6, le nombre de fonctions amine
libres devient suffisamment élevé pour induire une association des chaines et la précipitation
du polymeére. La viscosité du chitosane en solution est influencée par différents facteurs, comme

le DA, la masse molaire, la concentration, la force ionique, le pH et la température.

9.1.2. Propriétés chimiques
9.1.2.1. Caractére acido-basique

Le chitosane est soluble dans les acides dilués grace a la protonation de ses groupements
fonctionnels amines. En fait, la solubilité du chitosane dans différentes solutions dépend de sa
forme acido-basique. A titre indicatif, les solubilités caractéristiques du chitosane se présentent
: sous forme d'amine libre (R-NH2), soluble dans les solutions acides, insoluble a pH>6,5,
solubilité limitée dans HsPOs, insoluble dans H2SO4, insoluble dans les solvants organiques,
sous forme d'amine cationique (R-NH?®*), soluble a pH<6,5 avec une consistance visqueuse, les
solutions forment des gels avec des polyanions, soluble dans des mélanges d'eau- alcool. La
constante d'acidité pKa de la forme amine cationique R- NH*' dépend du degré de

désacétylation et du degré de neutralisation du groupe NH*" correspondant [73].
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9.1.2.2. Formation de complexe (agent de chelation)

Le chitosane a une propriété complexant il est complexé avec les ions métalliques. En fait,
le chitosane est connu pour posséder de bonnes proprietés chélatantes [74], les groupements
amines -NHz2 retrouvés sur les chaines saccharidiques montrent de fortes interactions avec les
ions métalliques. La présence de groupements amine libre et de groupements hydroxyle, porteur

de doublets libres d’électrons.

9.1.3. Propriétés biologiques

Le chitosane est biodégradable et biocompatible. Il ne représente aucun compartiment
antigénique, mais possede un caractere antithrombogénique et hémostatique. Il montre des
propriétés cicatrisantes remarquables. En plus de ces propriétés inhibitrices sur la croissance de
nombreux parasites et infections, il présente des propriétés immunologiques anti tumorales,

antibactériennes et antifongiques [75].

9.2. Domaines d’application

Plusieurs études démontrent que le chitosane est un agent coagulant et floculant efficace
dans le traitement des eaux usées industrielles (production de volatailles, d’ceufs, de fromage,
de viande, de gateau aux fruits de mer, etc.) [76]. Des réductions de 70 a 98% de la teneur en
MES et de 55 a 80% de la demande chimigue en oxygéne ont été observées pour ces eaux usees
[76]. Le chitosane peut étre utilisé seul ou en combinaison avec d’autres coagulants, tels les sels
métalliques d’aluminium ou de fer. Le procédé de coagulation-floculation par ajout de
chitosane est actuellement utilisé dans la moitié des cas de traitement d’eaux usées au Japon, et
selon une proportion variable dans certains autres pays Asiatiques [77]. Cependant, en
Ameérique du Nord, son utilisation est quasi inexistante.

Le grand intérét a utiliser ce composé d’origine biologique comme agent floculant provient
également du fait qu’il est biodégradable et pratiquement non-toxique. Ce non toxicité a permis
d’étendre ces usages a I’industrie chimique, biomédicale, pharmaceutique et agroalimentaire
[78].

En tant que bio stimulateur, il favorise la germination et la croissance des plantes, en plus
d’augmenter leur rendement. Des travaux de recherche montrent plusieurs autres domaines
d’application en agroalimentaire, notamment dans 1’enrobage des semences, comme agent
fertilisant, comme pellicule protectrice pour les fruits et légumes, comme pellicule antigel et
enfin comme stimulateur de la floraison et de la fructification [79]. D’un point vu

environnemental, I’utilisation de ce biopolymeére est fort acceptable puisqu’il contribuerait a
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réduire 1’utilisation de pesticides et de fertilisants chimiques, deux types de substances
responsables d’importantes répercussions sur les milieux naturels et sur la santé humaine.

Le chitosane possede également des propriétes lui permettant de se lier a certains métaux:
Pd > Au>Pt>Cu> Ni>Zn>Mn>Pb>Co>Cr>Cd > Ag, avec une affinité plus ou moins
grande et variable selon le pH, la force ionique et la présence d’autres métaux qui entrent en
compétition. Plusieurs technologies exploitent ainsi ces propriétés afin de décontaminer les
eaux usées, notamment les membranes en gel, I’ultrafiltration avec

complexe métal-chitosane, 1’osmose inverse, la nanofiltration et la pervaporation [80].
10. Définition de la simulation et de la modélisation

La simulation est I'un des outils d'aide a la décision les plus efficaces a la disposition des
concepteurs et des gestionnaires des systemes complexes. Elle consiste a construire un modele
d'un systeme réel et a conduire des expeériences sur ce modele afin de comprendre le

comportement de ce systéeme et d'en améliorer les performances.

10.1. Objectifs des modelés mathématiques

» Conception d'un nouveau systéeme d'administration basé sur l'expression générale de
libération des médicaments.

» Prédiction du taux de libération et du comportement de diffusion du médicament a travers
les polymeéres afin d'éviter des expériences excessives.

» Optimisation de la cinétique de libération.

» Le mécanisme physique de transport du médicament est déterminé par la comparaison des
données de libération avec les modeles mathématiques.

> La prédiction de l'effet des parameétres de conception, a savoir la forme, la taille et la
composition sur le taux global de libération de médicaments.

» Prévoir avec précision le profil de libération des médicaments et améliorer I'efficacité

thérapeutique
10.2. Les modéles mathématiques
Il existe plusieurs modéles :
10.2.1. Modéle d'ordre zéro

L'ordre zéro decrit le systeme ou le taux de libération du médicament est indépendant de sa

concentration. L'équation est :

C =Co- Kot
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Ou,
- C = Quantité de médicament libérée ou dissoute (en supposant que la libération se
produit rapidement apres la dissolution du médicament).
- Co = Quantité initiale de médicament en solution (elle est généralement nulle)
- Ko = Constante de vitesse d'ordre zéro
- t=temps

Pour I'étude de la cinétique de libération, le graphique a tracé se fait avec la relation entre la

quantité cumulative de médicaments libérés et le temps.

10.2.2. Modeéle de premier ordre

Ce modeéle est utilisé pour décrire I'absorption et I'élimination de certains médicaments, bien
qu'il soit difficile de comprendre le mécanisme sur la base théorique. La libération du

médicament qui suit la cinétique du premier ordre peut étre exprimée par I'équation :

Log C =logCo— Kt/ 2.303
Ou.

- Co= Concentration initiale du médicament

- K= Constante de premier ordre

- t=temps

Les données obtenues sont tracées sous forme de logarithme du pourcentage cumulé de
médicaments en fonction du temps restant, ce qui donne une ligne droite avec une pente =

K/2,303.

10.2.3. Le Modele de Higuchi

Higuchi a publie probablement la plus célebre et la plus souvent utilisée équation
mathématique pour décrire la libération des medicaments des systémes matriciels. Ce modéle

est souvent applicable aux différents systéemes géométriques et poreux.

Dans I'environnement de libération, ou les conditions parfaites du puits sont maintenues.

L'équation de base du modéle d'Higuchi est :

C =[D (qt - Cs) Cst] .
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Ou:

- C = quantité totale de médicaments libérés par unité de surface de la matrice [mg/cm?]
- D=coefficient de diffusion du médicament dans la matrice [cm#/hr]
- gt = quantité totale de médicament dans une unité de volume de matrice [mg/cm3].
- Cs =solubilité dimensionnelle du médicament dans la matrice polymére [mg/cm?]
- t=temps [hr]
Les données obtenues ont été tracées en pourcentage cumulé de libération de

médicaments par rapport a la racine carrée de temps.

10.2.4. Modeéle de Korsemeyer Peppas

Une relation simple qui décrit la libération d'un medicament a partir d'un systéme
polymerique. Pour illustrer le mécanisme de la libération de médicaments, les premiers 60%

des données de libération de médicaments ont été ajustés dans le modéle de Korsemeyer-Peppas

Ct/ Coo = kt"
Ou,

- Ct/ C =fraction de la libération de drogue au moment "t".
- K =la constante de vitesse.
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1. Les huiles essentielles
1.1. Introduction sue les huiles essentielles

Huile essentielle est définit selon la pharmacopée européenne comme un «produit odorant,
généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiére premicre végétale
botaniquement définie soit par entrailnement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche soit

par un procede mécanique approprie sans chauffage» [81].

1.2. Définition des huiles essentielles

Huile essentielle est un produit résultant de la distillation a la vapeur d’eau
(hydroditillation) de 1’essence végétale, sécrétion naturelle synthétisée par les plantes dites
aromatiques, excrétée dans des organes spécifiques (poches a essence), et responsable de
I’odeur de la partie de plante concernée [82].
Les huiles essentielles appelées aussi essences, sont des mélanges complexes de substances

odorantes et volatiles [83].

Il s’agit de mélanges de composés lipophiles, volatils et souvent liquides, synthétisés et
stockés dans certains tissus végétaux spécialisés (poches, canaux, poils). Extraites de la plantes
grace a des procédes physiques, les huiles essentielles sont responsables de 1’odeur

caractéristique de la plante [84].

Cette définition a été reprise a peu de choses prés par AFNOR et ISO : « I’huile essentielle
est le produit obtenu a partir d’une matiére premiére d’origine végétale, soit par entrainement a
la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe frais de certains agrumes, soit
par distillation. L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés

physiques » [85, 86].

1.3. Composition chimique des huiles essentielles

La composition chimique des HEs est complexe, puisqu’elle est constituée d’un mélange
de composés qui appartiennent aux différentes classes de la chimie organique, telle que les
phénols, les hydrocarbures, les alcools, les aldéhydes, les cétones, etc..... En outre, la
composition d’'une méme espeéce peut varier en fonction de différents facteurs, selon la
localisation géographique, les conditions climatiques, la période de récolte, la partie de la plante
utilisée. Les propriétés peuvent varier également, d’ou la nécessité de travailler dans les mémes
conditions, pour avoir la reproductibilité des résultats a 1’étape d’analyse et d’identification des

molécules que contient une huile [87].
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L’étude de I’identification des produits constituants ces HES est généralement effectuée
par plusieurs techniques a savoir la chromatographie en phase gazeuse et couplée a la

spectrométrie de masse [88] ainsi que la résonance magnétique nucléaire [89].

1.4. Propriétés physicochimiques

D’une fagon générale, les caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles sont
variables selon beaucoup de facteurs (lieu de provenance, climat et ses diverses modifications,
période de grandes pluies ou de sécheresses prolongées, époque et moyens de récolte, procédés
d’extraction, etc.). Ceci explique la marge, souvent assez grande, laissée dans les constantes et
pourcentage des composantes [90].
Ce sont généralement des liquides a la température ordinaire.
e Elles sont volatiles contrairement aux huiles fixes.
e Elles sont généralement incolores.
e Leur densité est inférieure a 1, sauf pour trois huiles : la cannelle, le girofle et le sassafras.
e Elles possédent un indice de réfraction souvent élevé et un pouvoir rotatoire.
e Elles sont peu solubles dans 1’eau, sont solubles dans les alcools, les huiles fixes et dans la

plupart des solvants organiques [91].

1.5. Conservation des huiles essentielles
L’instabilité moléculaire des HE peut étre réduite en utilisant des bouteilles en aluminium,
en acier inoxydable ou en verre ambré, entierement remplis et fermés de facon étanche, et

stockees a basse température, ou conservés sous atmosphére d’azote [92].

2. L’huile essentielle du romarin

Le romarin est une plante des coteaux arides, garrigues et lieux rocheux de la région
méditerranéenne et méme un peu plus au Sud, jusqu’aux confins sahariens [93].

Le romarin vient du latin rosmarinus officinalis « Rosée de la mer », ¢’est un arbrisseau
aromatique, peut atteindre jusqu’a 1,5 métre de hauteur, il est facilement reconnaissable en
toute saison a ses feuilles persistantes sans pétiole, coriaces beaucoup plus longues que larges,
aux bords légerement enroulés, vert sombre luisant sur le dessus. La floraison commence dés

le mois de fevrier(ou janvier parfois) et se poursuit jusqu’au avril — mai [94].
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Figure 7 : Plante de romarin (Rosmarinus officinalis) [94].

2.1. Etymologie

Le Romarin (Rosmarinus officinalis), le nom latin Rosmarinus est habituellement interprété
comme "ros" dérivé de la rosée et "marinus" de la mer, bien qu’elle se développe habituellement
loin de la mer [95]. La définition d'étymologie traditionnelle, mais probablement le nom

d’original est dérivé du grec ""rhops” arbuste et "myron” baume [95].

2.2. Description de romarin

Le romarin est un arbuste de la famille des Lamiacée [96], trés odorant et qui pousse a I'état
sauvage ou cultivé. Il est xérophyte, toujours vert, fortement rameux [97] et tres feuillu, sa taille
peut varier de 60 cm a 2 m [98]. Il a une odeur aromatique forte, agréable et faiblement
camphrée, il évoque le pin [99].
a- La racine
La racine du romarin est pivotante, ligneuse et fibreuse [99].
b- La tige
La tige du romarin est ligneuse, généralement érigée, pouvant atteindre jusqu’a 2 m de haut.
[99].
c - Lafeuille
Les feuilles sont opposées et sessiles ; elles sont persistantes, coriaces, entiéres et de forme
linéaire, étroitement lancéolées, faisant 2 a 3 cm de long sur 1 a 2 mm de large ; elles sont
gaufrées et leurs bords sont reliés en dessous (feuilles enroulées sur les bords, dites « a marge
révolutée » ; leur face supérieure est chagrinée et elles sont de couleur vert foncé, et leur face
inférieure est de couleur blanchatre [98]. Elles sont vert et chagrinées au-dessus, blanchatres et
cotonneuses en dessous, roulées en dessous par les bords [100], Elles mesurent 2 a 3,5 cm de
long sur 1 a 3 mm de large [101].
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Face inférieure

Figure 8 : Aspect morphologique de la feuille de romarin [101].
d- la fleur
Les fleurs sont regroupées en petites grappes axillaires terminales, disposées a 1’aisselle des
feuilles. 1ls sont de couleur bleu mauve, sous forme de grappes symétriques, avec un petit calice
en de cloche a trois dents ; la corolle est longue et carénée [102].
e- Le fruit

Le fruit est un tétramere lisse et globuleux, brun foncé et de 2,3 mm de long [97, 103].

2.3. Composition et utilisation du romarin

1. Parties utilisées

Les parties utilisées sont les sommités fleuries et les feuilles, ces dernieres sont récoltées a la
floraison puis séchées. Les feuilles persistantes peuvent étre récoltées a tout moment de lI'année,
une fois mondées, elles sont simplement mises a sécher. Le romarin est utilisé en infusion ou
sous forme d’huile essentielle [104].

2. Principaux constituants du romarin [105, 106]

Les principaux constituants du romarin sont présentés dans le tableau 4 :
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Tableau 4 : Compositions chimiques de 1’extrait du romarin [105, 106].

HE:1a25%

Les sommités fleuries de romarin fournissent 10 a
25ml/kg d’une HE dont les constituants
principaux sont : le camphre (15 a 25%), le cinéole
(15 & 25%) et le boméol libre et estérifié

Di terpénes phénoliques tricycliques

Acide camosolique : 0.35 %, rosmadial, camosol
(picrosalvine), 1’épirosmanol et le rosmanol sont
en fait des artéfacts d’oxydation lors de

I’extraction de la drogue.

Tanins des labiatées

Acides phénoliques: environ 3% de [D’acide

caféique avec I’acide rosmarinique notamment.

Flavones méthylées

Genkwanine, lutéoline, diosmétine, et leurs

hétérosides

Tri terpénes et stéroides

Environ 10% d’acide oléanolique et 5% de dérivés
de I’acide ursolique accompagnées d’alpha et béta-

amyrines.

Cuticule cireuse des jeunes feuilles

N-alcanes (97%), isoalkanes et alkénes.

Constituants divers

Polysaccharides acides (environ 6%) ; traces de

salicylates.
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3. Composition chimique de ’HE du Rosmarinus Officinalis

Les constituants majeurs de I’HE du Rosmarinus Officinalis sont 1,8-cinéole (15-30%),
camphre (15-25%), a-pinéne (jusque 25%), autres mono terpénes : bornéol libre (10-15%) et
estérifié (5-10%), limonene, camphéne (5-10%), o-terpinéol (12-24%), PB-pinéne, B-
caryophyléne, myrcéne, etc. La composition chimique de I’HE peut varier selon la phase de
développement et I’origine de la plante [107].

Les feuilles du Rosmarinus Officinalis contiennent une essence spéciale 1,50% a odeur
aromatique, saveur chaude et camphrée, composée d’acétate [109] et de valérianate de bornyle
[108]. Le composé majoritaire de I’HE du Romarin varie d’une région a 1’autre (voir le tableau
5) On trouve le 1-8 cinéole, le camphre, le pinéne, le linalool et le limonene

Tableau 5 : Variations de la composition chimique (composé majoritaire) de I’HE du
Romarin [112, 113].

Composé majoritaire %massique Origine
a-pinéne 23,1 ALGERIE
Camphre 14,5

B-pinéne 12,2

a-pinéne 14,9 IRAN
Linalool 14,9

Pipéritone 23,7

a-pinéne 10,2 TURQUIE
1,8-cinéole 61,4

a-pinene 11,4 MAROC
1,8-cinéole 50,2

Camphre 91

a-pinene 13,5 SERBIE
Limonéene 21,7

Camphre 21,6
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2.4. Caractéristiques physico-chimiques

Au niveau des caractéristiques physico-chimiques, nous distinguons aussi deux grands types de

romarin. Toutefois ces propriétés sont assez proches, excepté au niveau de la miscibilité a

1‘éthanol a 80 %.

Tableau 6 : Caractéristiques physico-chimiques du Romarin [112].

Caractérisation physico-

Types Maroc et Tunisie

Type Espagne

chimiques

Aspect Liquide, mobile, limpide, incolore & jaune pale, odeur caractéristique,
agreste, cinéolée, plus ou moins camphrée

Densité min = 0,907 min = 0,895
max =0,920 max = 0,905

Indice de réfraction a min = 1,464 0 min = 1,467 0

20°C max = 1,470 0 max = 1,473 0

Pouvoir rotatoire a
20° C

entre -2° et +5°

entre -5° et +5°

Miscibilité a 1’éthanol Pas plus de 2 volumes d’éthanol a 80° avec 1 | 20 volume, avec

a80% (V/V) a20°C volume d’HE. Pour obtenir une solution | parfois une
limpide. opalescence

Indice d’acide maximum =1

Indice d’estre minimum = 2

maximum = 15

Indice d’ester apres

Acétylation

min = 30

max =72

min =30

max =55
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2.5. Domain d’application de romarin
2.5.1. Industrie agro-alimentaire

Les extraits végétaux de Romarin présentent un pouvoir antioxydant important et peuvent
étre appliqués a la conservation des aliments et des huiles lipidiques [113, 114], ces propriétés
sont dues aux acides polyphénolique (rosmarinique, caféique) [114, 115].

2.5.2 Alimentation

L’¢épice et I’huile sont largement utilisées en alimentation, 1’épice est utilis¢ dans les
boissons alcoolisées, les aliments cuits, viande et produits de viande, condiment et
assaisonnement, les aliments industriels, casse-croute, sauces et autres, avec le niveau
maximum utilise est d’environ 0,41% (4,098 ppm) dans les aliments cuits. L'huile est utilisée
dans les boissons alcoolisées et non, les desserts glaces, confiseries, aliments cuits, gélatines et
pouding, viande et produits de viande, condiment et assaisonnement, entre autres, avec le

niveau maximum utilise est d’environ 0,003% (26,2 ppm) [115].

2.5.3 Alimentation diététique (Tisanes herbales)
Des infusions, des poudres, extrait sec ou autres préparations galéniques pour usage interne

et externe, principalement contre les douleurs d’estomac [113, 116].

2.5.4 Industrie cosmétique et parfumerie

Au 19°™ sigcle I’essence de Romarin servait & la préparation de la trés célébre eau de
Cologne de la reine de Hongrie. Aujourd’hui elle rentre dans la composition, de savonnerie,
détergents, crémes et la plupart des eaux de Cologne ; le taux d’utilisation maximum est

rapporté a 1% dans la derniere catégorie [113].

2.5.5 La thérapie

¢+ Le romarin était déja cité en médecine arbre classique (Leclerc 1877) pour ses propriétés
hépato trope, diurétique et emménagogue qui sont dues a la présence des flavonoides a
savoir des glucosides de la lutoline, de I’apigenone, et peut étre de méthyle-4-genKwanine
en synergie avec les acides phénoliques [115, 116].

s Les feuilles de Romarin sont utilisées dans la phytomedcine européen pour brulures
d’estomacs et thérapie d’appui, des maladies rhumatismales ; en usage externe pour les
problemes de circulation ; en bains ; ’herbe est utilisée comme stimulant externe pour

’accroissement sanguin fourni a la peau [113], ¢’est aussi un bon excitant de cuir chevelu
[115].
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% On sait de longue temps que le Romarin est cholagogue et cholérétique, ces effets semblent
en relation avec la présence de nombreux acides phénoliques signales dans beaucoup de
labiées (Lit- Vinenko, voir bugle, marrube), et qui sont ici les acides : caféique,
chlorogenique, néochlorogenique, reosmarinique, ce dernier, de saveur astringente,
consistant en un depside caféique et dihydrocafeique [113, 116, 117].

¢ Les Di terpénes phénoliques présentant dans le romarin tel que I’acide carnosique et le

carnosol ont des effets d’inhibitions contre des virus de HIV-1 [118] et certains cancers et

d’autres entrants dans cette fraction ont un effet carcinologique [113, 117, 119].

2.6. Toxicité

e Les huiles essentielles peuvent aussi étre toxiques a des doses élevées. Ainsi, celle du
romarin est cholérétique, diurétique et provoque une action

spasmolytique due principalement au bornéol [120].

e Aucune toxicité aigue ou chronique n’a été signalée pour I’emploi des huiles essentielles
du romarin (jusqu’a 20 gouttes par jour) [99].

e I’huile essentielle du romarin contient des cétones (risque neurotoxique et abortif). Elle ne
doit étre pas utilisée en cas de grossesse, pour les sujets épileptiques, les femmes allaitantes
et les bébés [121].

3. Lavitamine E
La vitamine E est un terme générique qui fait référence a une famille de huit composés

naturels, et est divisée en deux sous-groupes appelés tocophérols et tocotriénols [122].

Il a été démontré que la vitamine E est ’antioxydant principal du piégeage des radicaux
libres. L a-tocophérol est le principal composant de la vitamine E, en raison de ses propriétés
lipophiles et anti-oxydantes, 2R, 4R, 8R-a-tocophérol naturels jouent un role essentiel dans la

protection des membranes biologiques [123].

3.1. Historique

En 1922, I’embryologiste Herbert Evans et son assistante Katherine Bishop, de
I’universit¢ de Californie a Berkeley, constatérent que chez des rats soumis a un régime
essentiellement lacté, les femelles peuvent former un feetus, sauf que ce dernier ne se développe
pas. Cependant, les grossesses arrivent a terme quand le régime est supplémenté avec des
feuilles de laitue ou du germe de blé [124, 125].
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Les deux scientifiques soupgonnérent I'existence d'un composé lipophile, qu'ils nommerent
facteur X, indispensable au développement du feetus. En 1924, indépendamment des recherches
de H. Evans et K. Bishop, Bennett Sure, de I'Université de I'Arkansas, montrerent qu'un
composé retiré d'un régime alimentaire induit la stérilité chez les rats méles. Bennett surnomma
ce composé vitamine E. Elle recoit aussi le nom de tocophérol, du grec tokos qui signifie
progéniture et pherein: porter. Il désigne ’alcool [126, 127]. Les premieres préparations de
vitamine E furent réalisées a partir de I'huile de germe de blé par EVANS et
Oliver Emerson en 1936 [128] et Erhard Fernholz en détermine la structure en 1938. La méme
année, le Prix Nobel de chimie Paul Karrer réalise la synthése de 1’alpha- tocophérol en
mélange racemique [127, 129].

Les propriétés antioxydantes de la vitamine E sont découvertes plus tard et sont a I’origine d’un
grand nombre de travaux. Elle est reconnue comme constituent essentiel dans la nutrition de
I’homme en 1968 [129, 130].

3.2. Qu’est-ce que la vitamine E ?

La vitamine E est une substance liposoluble qui comprend 8 composeés naturels :

e Les tocotriénols (a, B, y et d) ;

e Les tocophérols (a, B, v et d).Les tocophérols sont composés d’un cycle chromanolmono,
di-, ou tri-méthyle auquel une chaine carbonée latérale (chaine phytyle) saturée de 16
carbones est attachée.

e Les tocophérols différent entre eux par le nombre et I’emplacement des groupes méthyles
autour du cycle benzene du noyau chromanol.

e La structure chimique des tocotriénols se compose aussi d’un cycle chromanol mono-, di-
ou tri-méthyle avec une chaine carbonée latérale qui contient 3 doubles liaisons en position
3,7 et 11 [131].
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Tableau 7: La variation de la structure chimique de 1’a-, B-, y- et d-vitamine [131].

Composant | R1 R2 R3 Structure chimique
u-tocopherol | CH3 CHs | CH: R1
HO- f;l\ - CH; CHjy CH;
p-tocopherol | CH3 H; CH3 - krl & o A\_,,L\,ﬂw,,l\{_“
K3 ’
T—tﬂfophél'o:l HS CHS CH.} Tocopherols
6-tocopherol | H3 H3s CH3
a- CH:s CHs | CH3 R
tocotrienol il | :L e, CH) CH; CH;
K2 0 CH;
p-tocotrienol | CHj3 H3 CH3; R3
Tocotrienals
y-tocotrienol | Hs CHs | CH;s
é-tocotrienol | Hj H3 CH3;

3.3. Propriétés physico-chimiques de la vitamine E

e Lestocophérols sont des liquides visqueux, huileux et de couleur jaune pale a la temperature
ambiante [132].

e lIs sont insolubles dans I’eau et trés solubles dans les graisses, huiles et les solvants
organiques (éther, acétone, chloroforme, alcool éthylique et méthylique) [132].

e Lavitamine E est oxydable surtout en milieu basique, a la lumiére et a la température élevée.

e Lavitamine E est stable en I’absence d’oxygene et en milieu acide [133].

e Elle est sensible aux rayons UV [133].

e |ls ont une stabilité élevée en milieu alcalin

Le tableau suivant récapitule les parameétres physico-chimiques da la vitamine E.
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Tableau 8 : Propriétés physico-chimique de la vitamine E [134].

Formule brute C29 Hs0 O2

Masse molaire 430,69 g/mol

Température de fusion 3°C

Température d’ébullition 253°C

Solubilité Soluble dans I’acétone, éthanol, éther et les

huiles végétales. Insoluble dans 1’eau.

Masse volumique 0,947-0,951 g/cm
Point d’éclair 240°C

3.4. Caractéristiques de la vitamine E

La vitamine E ou tocophérol est une vitamine lipophile, elle regroupe deux grandes familles
des tocophérols qui comprend 4 substances: 1’a-tocophérol, qui est la vitamine E proprement
dite, le B tocophérol, le y-tocophérol et le d-tocopherol [135-137]. Ces composés ont, par
ailleurs, beaucoup de similitudes structurelles avec 4 autres molécules appartenant a la famille
des tocotriénols : I’a-tocotriénol, le B-tocotriénol, le y- tocotriénol et le 5-tocotriénol. [138, 139].

La structure chimique des tocophérols est constituée d’un noyau hydroxychromane qui
réduira les radicaux libres par la donation d’un atome d’hydrogéne et d’une chaine phytyle
entierement saturée, cette derniére est hydrophobe de sorte que les molécules puissent pénétrer
dans les membranes biologiques. Les différentes formes de tocophérols (a, B, y et &) se
distinguent entre elles par le nombre et la position des groupements méthyles fixés sur le noyau
chromanol (tableau 9) [140].

Les tocotriénols sont différents des tocophérols par leurs chaines carbonées qui contiennent

3 doubles liaisons en position 3°, 7° et 11° [141].
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Tableau 9 : Dénomination de différents tocophérols et tocotrienols [134-135]

R1 R2 R3 Nom

CHs CHs CHs a-tocotriénol a-tocotriénol
CHs H CHs B-tocotriénol B-tocotriénol
H CHs CHs ¥-tocotriénol ¥-tocotriénol
H H CHs o-tocotriénol o-tocotriénol

En revanche, les tocophérols contiennent également une queue de trimethyltridecyl et
possedent trois centres chiraux en positions 2, 4, 8 qui se produisent naturellement dans la
configuration R, R, R. [143].

Chague tocophérol existe sous huit (08) stéréo-isomeres différents, le seul stéréo-isomeére de

I’a-tocophérol retrouvé dans la nature est le RRR-a-tocophérol [142].
3.5. Source de la vitamine E

3.5.1. Origine naturelle

On trouve la vitamine E dans les aliments d’origine animale et végétale :

e Origine animale : elle est présente dans les viandes, les ceufs, le foie, le lait et ces dérivés.
e Origine végétale : elle est présente en abondance dans les huiles d’origine végétale ainsi

que dans les fruits secs tels que les noisettes, arachides et amandes [145-147].

3.5.2. Origine synthétique

Les vitamines de synthése sont des vitamines chimiques produites par des laboratoires. La
vitamine E se présente généralement soit sous la forme de RRR-a-tocophérol, un stéreo-isomére
naturel, soit sous une forme synthétique, appelée all-racémique- a-tocophérol ou allrac-a-
tocophérol, qui est un mélange en quantités a peu pres égales des huit (08) stéréo-isomeres de
1I’a-tocophérol [146].

3.6. Roles de la vitamine E

La vitamine E est naturellement un antioxydant. Grace a cette fonction, elle assure la
protection des structures membranaires des cellules et prévient leur durcissement. Son réle
physiologique d’antioxydant permet de lutter contre les radicaux libres (les dérivés réactifs de
I’oxygene), qui sont la cause d’agression des cellules appelé «stress oxydatif» [148].

La vitamine E est caractérisée par d’autres roles :
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% Elle protége contre les maladies cardio-vasculaires, en diminuant le taux du mauvais
cholestérol (LDL).

¢ Elle renforce les défenses immunitaires, par son action d’anti-infectieuse.

¢ Elle participe a ralentir 1’oxydation des acides gras insaturés.

« Elle prévient en retardant ’apparition de certains cancers.

¢ Elle est indispensable dans le développement des cellules sexuelles, et nécessaire durant la
grossesse en développant convenablement les tissus générateur du sans chez le feetus.

s La fertilité et la fécondité sont stimulées par le tocophérol [149].

3.7. L’effet de la vitamine E sur la cellule spermatique
La vitamine E ou a-tocophérol agit sur la membrane du spermatozoide par neutralisation
de H202 et prévient dans la dégradation des radicaux libres. La qualit¢ de ’ADN des

spermatozoides peut subir une altération provoquée par la carence en vitamine E.

De nombreuses études ont été effectuées chez 1’animal et chez ’homme infertile, montrent
que la supplémentation en vitamine E a un effet bénéfique sur la qualité des spermatozoides :
diminution de la quantité des marqueurs de la peroxydation des lipides TBARS et amélioration

de la motilité des spermatozoides [149].

3.8. Mécanisme antioxydant

In vivo, la vitamine E prévient dans la protection des structures sensibles a 1’oxydation :
les lipides, les bases nucléotidiques des brins d’ADN et des protéines. Dans ce mécanisme, la
vitamine E (alpha-tocophérol) est oxydée par les molécules préalablement oxydées (radicaux
libres), sous la forme régénérable (chrome-6-oxyle alpha-tocophérol*). Pour sa régénération,
ce dernier entre dans plusieurs réactions de I’organisme, qui nécessite la présence d’une autre

vitamine (la vitamine C) [150].
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Figures 9 : Mécanisme antioxydant de la vitamine E [150].
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1. Matériels, appareillage et produits chimiques utilisés

1.1. Produit chimique
e Huile essentielle de romarin ;
e Alginates de sodium ;
e Chitosane ;
e Chlorure de calcium ;
e Acide acétique ;
e Phospholipides ;
e Acide acétique ;
e Cholestérol ;
e FEaudistillée;
e Vitamine E;
e Meéthanol grade Hplc ;
e Acétonitrile ;
e Tris;
e Polyéthylene glycol ;
e FEthanol ;

e Cyclo dextrines.

1.2. Matériel
e Becher;
e Entonnoir ;

e Cristallisoir ;

e Fiole;

e Seringues ;

e Spatule;

e Barreaux magnétique ;
o Papier filtre ;

e Pipette ;

e Micro pipette ;

e Filtre seringue ;

e Viales;

e Eprouvette graduée.




Chapitre III : Méthodes et matériels

1.3. Appareillage

Balance analytique ;

Plaque multiposte agitatrice ;
Plaque chauffante agitatrice ;
Appareil Hplc ;

Rota vapeur ;

Etuve :

Centrifugeuse ;

Sonicateur ;

Thermometre ;

Vortex.

2. Protocol de préparation des systemes d’encapsulation

2.1. Systéemes d’encapsulation de la vitamine E

>

Complexe PEG/Vit E

Peser 0.2g de vit E et 1.8g de PEG6000 ;

Dissoudre dans 50 ml d'éthanol et laisser sous agitation pendant 24h ;

Passer dans le Rota vapeur (a 50°C).

Complexe HP-g-CD/vit E

Peser 0.2 g de vit E et 0.62g de cyclodextrine ;

Dissoudre dans 50 ml d'éthanol et laisser sous agitation 24h ;

Passer dans un Rota vapeur (a 50°C).

Préparation des liposomes/vit E

Peser une masse équivalente a 0.162g de phospholipides, 0.0255¢g de cholestérol et
0.08g de vitE ;

Dissoudre les masses dans 15 ml d'éthanol et laisser sous agitation pendant 30 min (a
47°C) ;

Injecter la phase organique résultante dans 40 ml de solution tampon ;

Passer dans le Rota vapeur (a 50°C).
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» Préparation des billes Alginates/chitosane chargés de la vitamine E

e Preparation de la solution chitosane

- Préparer une solution de 100 ml d'eau distillé, 1 ml d'acide acétique et 4g de caclz;
- Agiter pendant 10 min ;

- Preélever 25 ml de cette solution ;

- Ajouter 0.265g de chitosane ;

- Agiter pendant 1h & 300 tr/min.

e Preéparation de la solution Alginate/vit E

- Dissoudre 0.5g d'Alginate dans 25 ml d'eau distillé ;

- Ajouter 0.05g de vitamine E ;

- Agiter pendant 30 min a 500 tr/min.

» Injection

- Alaide d'une seringue injecter la solution Alginates/HE dans la solution chitosane ;
- Laisser durcir 30 min puis filtrer ;

- Réaliser des cycles de rincage.

Figure 10 : Des billes Alginates/chitosane chargés de la vitamine E

2.2. Systémes d’encapsulation de I’huile essentielle de romarin

» Complexe PEG/HE
- Peser 0.05 g d’huile essentielle de romarin et 0.45 g de PEG 6000 ;
- Dissoudre dans 50 ml d'éthanol et laisser sous agitation pendant 24h ;

- Passer dans le Rota vapeur (a 30°C).
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» Complexe HP-B-CD / HE

Peser 0.05g d’huile et 0.05 g de cyclodextrine ;
Dissoudre dans 50 ml d'éthanol et laisser sous agitation pendant 24h ;

Passer dans un Rota vapeur (a 30°C).

Figure 11 : Appareil Rota vapeur

Préparation des liposomes/HE

Peser une masse équivalente a 0.162g de phospholipide et 0.0255g de cholestérol
Dissoudre les masses dans 15ml d'éthanol et laisser sous agitation pendant 30 min
(2 47°C);

Ajouter 32l d’huile essentielle de romarin :

Injecter la phase organique résultante dans 40 ml de la solution tampon ;

Passer dans le Rota vapeur (a 30°C).

Figure 12 : Liposomes (HE ; Vit E)
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Préparation de la solution tampon a un pH=7.4
Préparer deux solutions :

e Solutionl : solubiliser 1g de NaOH dans 250 ml d'eau distillé ;
e Solution2 : solubiliser 6.8043g de KH2PO4dans 250ml d’eau distillé ;
Prélever 39.34 ml de la solution 1 et 25 ml de la solution 2 puis ajusté au 100

ml avec de I'eau distillé.

» Préparation des billes Alginates /chitosane chargés de huile essentielle de romarin

e Preparation de la solution chitosane

- Préparer une solution de 100 ml d'eau distillé, 1 ml d'acide acétique et 4g de caclz ;
- Agiter pendant 10 min ;

- Prélever 25 ml de cette solution ;

- Ajouter 0.265g de chitosane ;

- Agiter pendant 1h a 300 tr/min.

e Préparation de la solution Alginate/huile essentielle de romarin

- Dissoudre 0.5g d'Alginate dans 25 ml d'eau distillé ;

- Ajouter 20ul d’huile essentielle de romarin ;

- Agiter pendant 30 min a 500 tr/min.

» Injection

- Al'aide d'une seringue injecter la solution Alginates/HE dans la solution chitosane ;
- Laisser durcir 30 min puis filtrer ;

- Réaliser des cycles de rincage.

Figure 13 : Des billes Alginates chitosane chargés de 1’huile essentielle de romarin
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2.3. Les masses des complexes

Tableau 10 : Les masses initiale et finale des complexes

PEG/ | PEG/HE | HP-g-CD/Vit E | HP--CD/HE | Alginate/Vit E | Alginate/HE
Vit E
Masse 2 0,5 0,82 0,1 0,55 0,54
théorique (g)
Masse 1,59 0,26 0,4 0,1 0,28 0,21

expérimental(g)

3. Dosage HPLC

3.1. Vitamine E

3.1.1. La courbe d'étalonnage de la vitamine E

Préparation de sept (7) concentrations différentes de vitamine E, qu’on retrouve ci-dessous :

Tableau 11 : Préparations des solutions de la courbe d’étalonnage de la vitamine E

Solution | Concentration (mg/ml)
C1 0.04
C2 0.08
C3 0.12
C4 0.16
C5 0.20
C6 0.24
C7 0.32

- Agitation 10 min ;

Filtration ;
Analyse par HPLC.

Les conditions opératoires HPLC :

Mode : isocratique ;

Phase mobile : 68% méthanol, 28% acétonitrile, 4% eau pure ;

Colonne : C18;

Longueur d’onde : 204 nm ;

Volume d’injection : 20 pl ;

Temps de rétention : 9.5 min ;
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Débit : 1 ml/min ;

Température : 36°C.

Figure 14 : Appareil HPLC

3.1.2. Taux d’encapsulation de la vitamine E

PEG/vit E et HP-B-CD/vit E

Peser 0,019 de chaque complexe (PEG/vit E) et (HP-B-CD/Vit E) ;
Ajouter ensuite 5 ml de méthanol et agite légerement ;
Filtrer la solution en utilisant des filtres seringue ;
Remplir les vials avec la solution filtrée ;

Dosage par HPLC.

Billes alginates/chitosane/vit E

Peser 0.01g des billes Alginate/chitosane/vitamine E ;
Ajouter 5 ml de méthanol ;

Homogénéiser la solution en utilisant une tige sonicateur ;
Filtrer a l'aide des filtres seringues ;

Remplir les vials ;

Dosage par HPLC.
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Figure 15 : Appareil sonicateur

e Liposome/vit E

- Deux eppendorf tubes avec 2 ml de la solution liposome/vit E ;

- Placer les eppendorf tubes dans la centrifugeuse ;

- Faire tourner la centrifugeuse pendant 30 min ;

- Apres avoir obtenu le surnageant de la centrifugation, transfére-le dans un bécher
propre ;

- Utiliser un filtre adapté pour éliminer les particules indésirables présentes dans le
Surnageant ;

- Apres avoir obtenu le culot de la centrifugation, ajouter 1 ml de méthanol ;

- Utiliser le vortex pour mélanger le culot et le méthanol de maniere homogene ;

- Assurer que le mélange est bien agité en utilisant le vortex pendant quelques minutes ;

- Filtrer en utilisant des filtres seringues ;

- Remplir les vials ;

- Dosage par HPLC
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Figure 16 : Vortex
3.1.3. Cinétique de libération
Préparation des solutions différentes pour 1’étude de la cinétique de libération, qu’on retrouver
ci-dessous :

Tableau 12: Préparation des solutions pour 1’étude de la cinétique de libération de vitamine E

Solution Masse/VVolume
CD/VitE 0,139
PEG/Vit E 0,17¢

Alginate/Vit E 0,13 g
Liposome/Vit E 10 ml
VitE 0,02 g

- 100 ml de la solution tampon ;
- Agitation 2h ;
- Prélévement a chaque instant (0 min, 5 min, 10 min, 20 min, 30 min, 40min, 50 min,
60min et 120 min) ;
- Filtration ;
- Dosage par HPLC.
Préparation de la solution tampon a un pH=7.4

Préparer deux solutions :

e Solutionl : solubiliser 2g de NaOH dans 500 ml d'eau distillé ;
e Solution2 : solubiliser 6.8043g de KH2PO4 dans 250 ml d'eau distillé ;
Prélever 393.4 ml de la solution 1 et 250 ml de la solution 2 puis ajuster au 1000 ml avec de

I'eau distillé.
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3..2. Huile essentielle de romarin
3.2.1. La courbe d'étalonnage de la a-pinéne
e Préparation de la solution mére
- Prélever 23,83 ul de a-pinene ;
- Dissoudre dans 15ml de méthanol.
e Ladilution
Préparation de cing (5) concentrations différentes, qu’on retrouve ci-dessous :

Tableau 13 : Préparations des solutions de la courbe d’étalonnage de a-pinéne

Solution Concentration (ul/ml)
C1 1,32

C2 0,66

C3 0,32

Cc4 0,13

C5 1 58

- Filtration ;

- Analyse HPLC.
3.2.2. Taux d’encapsulation d’huile essentielle de romarin
e PEG/HE et HP-B-CD/HE
- Peser 0,01g de chaque complexe (PEG/HE) et (HP-B-CD/HE) ;
- Ajouter 5 ml de méthanol ;
- Filtration ;
- Dosage par HPLC.
¢ Billes alginates/chitosane/HE
- Peser 0.01g des billes Alginate/chitosane/HE ;
- Ajouter 5 ml de méthanol
- Homogénéiser la solution en utilisant une tige sonicateur
- Filtrer a l'aide des filtres seringues ;
- Dosage par HPLC.
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e Liposome/HE

Deux eppendorf avec 2 ml de la solution liposome/HE ;

Placer les eppendorf dans la centrifugeuse ;

Faire tourner la centrifugeuse pendant 30 min ;

Apres avoir obtenu le surnageant de la centrifugation, transfére-le dans un bécher
propre ;

Utiliser un filtre adapté pour éliminer les particules indésirables présentes dans le
Surnageant ;

Apreés avoir obtenu le culot de la centrifugation, ajouter 1 ml de méthanol ;

Utiliser le vortex pour mélanger le culot et le méthanol de maniere homogeéne ;
Assurer que le mélange est bien agité en utilisant le vortex pendant quelque
minutes ;

Une fois le mélange terming, filtré en utilisant des filtres seringues ;

Remplir les vials ;

Dosage par HPLC.

3.2.3. Cinétique de libération

Préparation des solutions différentes pour 1’étude de la cinétique de libération, qu’on

retrouver ci-dessous :

Tableau 14 : Préparation des solutions pour I’é¢tude de la cinétique de libération d’HE

Solution Masse/ Volume
HP-B-CD/HE 0,01g
PEG/HE 0,019
Alginate/HE 0,019
Liposome/HE 10 ml
HE 0,2 ml

- 100 ml de la solution tampon ;
- Agitation 2h;

- Prélévement a chaque instant (Omin, 5min, 10min, 20min, 30min, 40min, 50 min,
60min et 120 min) ;

- Filtration ;

- Dosage par HPLC.
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» Preéparation de la solution tampon a un pH=7.4
Préparer deux solutions :

e Solutionl : solubiliser 2g de NaOH dans 500 ml d'eau distillé ;

e Solution2 : solubiliser 6.8043g de KH2PO4 dans 250 ml d'eau distillé ;
Prélever 393.4 ml da la solution 1 et un volume de 250 ml de la solution 2 puis ajuster au
1000 ml avec de I'eau distille.
3.3. Association de vitamine E et huile essentielle de romarin
3.1. Cinétique de libération de vitamine E et d’huile essentielle associée
Préparation des solutions différentes pour 1’étude de la cinétique de libération, qu’on
retrouver ci-dessous :
Tableau 15 : Préparation des solutions pour I’étude de la cinétique de libération d’association
(Vit E/HE)

Solution (les complexes) Masse/volume
HP-B-CD Vit E 0,139
HE 0,019
PEG Vit E 0,179
HE 0,019
Alginate Vit E 0,139
HE 0,01g
Liposome VitE 10 ml
HE 10 ml
Vit E/HE Vit E 0,02 g
HE 0.2ml

- 100 ml de la solution tampon ;

- Agitation 2h ;

- Prélévement a chaque instant (O min, 5 min, 10 min, 20 min, 30 min, 40min, 50 min,
60min et 120 min) ;

- Filtration ;

- Dosage par HPLC.
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4. Analyse par spectroscopie IR

e Matiéres premieres

- Vitamine E - Huile essentielle

- Complexe (PEG/Vit E) - Complexe (PEG/HE)

- Complexe (HP-B-CD/Vit E) - Complexe (HP-B-CD /HE)
- Complexe (Alginate/Vit E) - Complexe (Alginate/HE)

- Complexe (Liposome/Vit E) - Complexe (Liposome/HE)

a). Pour les solides

- Peser une masse de 0.08 du KBR ;

- Ajouter la masse de I’échantillon ;

- Mélanger les deux masses (échantillon + KBR) sous pression de 70 K newton, (a

t=2min), a I’aide d’une presse ;

- Eliminer de I’air avec une pompe ;

- Les pastilles de KBR préparées sont analysées a 1’aide d’un spectrophotometre
IR dans la page de 4000-400 cm.
b). Pour les liquides

- Etaler sur des verres de KBR le liquide a traiter, qu’on a désinfecté précédemment ;

Figure 17 : Appareil infra rouge

5. Test de motilité (test spermatique)
5.1. Matiéres et produits chimiques utilisés
Tris, fructose, aide acétique, pénicilline, vitamine E, huile essentielle, PEG, HP-B-CD,
alginate, liposome, gonades.
5.2. Matériels
- Micropipette (5 a 10%pl) ;
- Eppendorf;
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- Chambre Makler.
5.3. Appareillages
- Balance analytique ;
- Refrigérateur biologique ;
- Microscope CASA (MiKoneclipse E200).
5.4. Préparation du TRIS
- Peser 1208,3mg de tris, 694,4mg d’acide citrique, 55,5mg de pénicilline et 500mg de
fructose,
- Dissoudre dans 50 ml de I’eau distillée.
5.5. Préparation des traitements
> Préparation des traitements des complexes (Vit E et HE)

Tableau 16 : Masses des différents systémes d’encapsulation de I’huile essentielle.

Solution (complexes) Masse / Volume
HP-B-CD/HE 0,029

PEG/HE 0,099
Alginate/HE 0,119
Liposome/HE 0,9 ml

HE 0,004 ml

Tableau 17 : Masses des différents systémes d’encapsulation de vitamine E.

Solution (complexes) Masse / Volume
HP-B-CD/Vit E 0,069
PEG/Vit E 0,08 ¢
Alginate/Vit E 0,06 g
Liposome/Vit E 0,9 mi
Vit E 0.01g

- Ajouter 5ml de tampon Tris a chaque traitement ;
- Agitation.
» Préparation des traitements de I’association (Vit E et HE)

A partir des solutions de vit E et HE préparées prélevé les volumes ci-dessous :
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Tableau 18 : Volumes des différents systémes d’encapsulation de 1’association (Vit E et HE).

Solution (les complexes) Volume ml)
HP-B-CD VitE 0.5
HE 0,5
PEG VitE 0,5
HE 0,5
Alginate VitE 0,5
HE 0,5
Liposome VitE 0.5
HE 0.5
Vit E/HE Vit E 0.5
HE 0.5

5.6. Reécolte du sperme épididymaire

- Apres abattage, les gonades sont transportées dans une glaciére au laboratoire dans les
plus courts délais ;

- Apres nettoyage de la matrice, on commence par isoler I’épididyme et le canal
déférant du testicule ;

- Le tissu conjonctif est soigneusement séparé de I’épididyme ;

- Récupération du sperme par la méthode de pression a I’aide d’une seringue introduite
dans le canal déférent et qui va pousser le sperme vers la sortie (incision) déja faite au
niveau de la queue de 1’épididyme ;

- Les spermatozoides récupeérés seront placés dans un eppendorf, en essayant de ne pas

avoir de pertes.

Figure 18 : Epididyme.




Chapitre III : Méthodes et matériels

5.7. Réfrigération du sperme
- On dilue 100ul de sperme dans 900pl de traitement (contréle) ;
- L’analyse s’effectue a I’aide de CASA, a des temps différents, 2 heures, 4 heures et a

24 heures, 48 heures.

Figure 19 : Appareil de CASA
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1. Analyse par spectroscopie infrarouge FTIR
Pour identifier les groupements fonctionnels des composés bruts et des systemes encapsulés
ainsi que pour confirmer la formation de ces systémes, une analyse par spectroscopie infrarouge

a transformée de Fourier a été réalisée. Les résultats sont présentés dans les figures suivantes :

CD vitE
—— Alginate VitE
—— liposome VitE
PEG VitE
-1 — VitE

DSOS N

]
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T

— T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Figure 20 : Les spectres de VitE/CD, vitE/Alg, VItE/PEG, VitE/ Lip et VitE de spectroscopie

infra rouge a transformé de Fourier.

Observation :

Les spectres du VvitE, PEG VitE, Liposome VitE, CD vitE et Alg/vit E ont montré des pics
caractéristiques autour 3500 cm pour 1’étirement —OH. L’apparition des pics dans la plage des
nombres d’onde de 2800 a 3000 cm est attribuable au groupement Cwi-H. L’étirement —C=C
présent dans la vitamine E brute et dans les complexe CD vitE, PEG VitE.
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Interprétation
Les spectres obtenus pour les différents systemes CD vitE, PEG VitE, Lip VitE et alg/vit E
montrent une différence significative par rapport a celui de la vitamine E brute utilisée. De ce

fait nous concluons qu’il y’a une interaction chimique entre les constituants des complexes.
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Figure 21 : Les spectres de HE/CD, HE/Alg , HE/PEG, HE/ Lip et HE de spectroscopie infra

rouge a transformé de Fourier.

Observation :

Les spectres du PEG/HE, Liposome/HE, CD/HE et Alg/vit E ont montré des pics
caractéristiques autour 3500 cm pour I’étirement —OH. L’apparition des pics dans la plage des
nombres d’onde de 2800 a 3000 cm est attribuable au groupement Cwi-H. L’étirement —C=C

présent chaque complexe.

Interprétation

Les spectres obtenus pour les différents systemes CD HE, PEG HE, Lip HE et Alg/vit E
montrent une différence significative par rapport a celui de I’huile essentielle de romarin brute
utilisée. De ce fait nous concluons qu’il y’a une interaction chimique entre les constituants des

complexes.
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2. Courbe d’étalonnage

Résultats

Les courbes d’étalonnages obtenues de la vitamine E et de 1’huile essentielle sont

présentées respectivement dans les figures ci-dessous :

300
y=782,11x
250 R?=0,9913
200
) & Sériel
<EE 150
bl —— Linéaire
< 100 (Sériel)
50
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4
Concentration de la vitamine E (mg/ml)
Figure 22 : Courbe d’étalonnage de la vitamine E
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Figure 23 : Courbe d’étalonnage de I’huile essentielle
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Observation

Nous remarquons que les deux droites d’étalonnage, passent par ’origine, celles-Ci nous
fournissent des droites dont 1’équation est du type y=a*x ; avec y=Air du pic, a=pente, X=
concentration de 1’élément actif.
Tel que : Y (vit E)=782,11x ;

Y (HE)=3,94x.

Interprétation

La courbe air=f(t) montre qu’il y a une relation directement proportionnelle entre les airs
des pics et les concentrations de la Vit E et du a-pinéne. Ceci est justifié par le coefficient de
corrélation R%qui est proche de 1, R? (vitE)=0,99 et R? (HE=0,98). Ainsi la linéarité est vérifiée.

3. Taux d’encapsulation
Le taux d’encapsulation est calculé selon 1’équation suivante :

Taux d’encapsulation (%) = (Ct/ Ci)*100

3.1. Taux d’encapsulation de la vitamine E

Tableau 19 : Le taux d’encapsulation de la vitamine E

Les complexes Taux d'encapsulation
HP-B-CD/Vit E 30,141924
PEG/Vit E 97,032879
Liposome/Vit E 51,463349
Alginate/Vit E 96,680774

3.2. Taux d’encapsulation de I’huile essentielle

Tableau 20 : Le taux d’encapsulation de I’huile essentielle

Les complexes Taux d’encapsulation (%)
HP-B-CD/ HE 73,195876

PEG/HE 53,846154

Liposome/HE 57,8125

Alginate/HE 95
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Observation
Selon les résultats obtenus par HPLC, les alginates et le PEG présentent un meilleur taux
d'encapsulation avec la vitamine E. En revanche, le HP-B-CD et les liposomes montrent un taux

d'encapsulation supérieur avec I'huile essentielle de romarin.

Interprétation

Les résultats d'encapsulation s'expliquent par les interactions chimiques et physiques entre
les substances et les matrices. La vitamine E, étant lipophile, forme des complexes stables avec
les alginates et le PEG, facilitant son encapsulation grace a leur compatibilité chimique et
physicochimique. En revanche, I'HP-B-CD, avec sa structure en cavité, encapsule efficacement
les composés hydrophobes de I'huile essentielle de romarin. Les liposomes, composés de
bicouches lipidiques, s'adaptent bien a I'encapsulation de substances hydrophobes ou
amphiphiles comme I'huile essentielle de romarin, améliorant ainsi leur taux d'encapsulation.

La solubilite et le polymorphisme influencent également ces interactions.

4. Cinétique de libération
4.1. Cinétique de libération de la vitamine E

Les profils de libération des complexes de la vitamine E sont présentés dans la figure ci-

dessous :

100

90 °
S 80 °®
T 70 _ .
= 60 ° ® Liposome vitE
:g 50 ° HPBCD
R 40 o ° Peg vit E
x 30 Algi .
Z 20 ginate vit E

10 e VitE

0
0 50 100 150
Temps(min)

Figure 24 : Profil de libération de la vitamine E encapsulée dans les HP-B-CD, PEG,

liposomes et alginate par procédé d’encapsulation classique.
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Observation

Les profils de libération de la vitamine E seule et encapsulée dans des liposomes, alginates,
HP-B-CD et PEG sont présentés dans la figure 24. La vitamine E seule montre une dissolution
limitée (absence de solubilité dans le milieu). En revanche, I'échantillon encapsulé dans des
liposomes présente une libération rapide de la vitamine E, atteignant environ 90% en 120
minutes. Les autres systémes d'encapsulation montrent des libérations plus faibles : pour
I'alginate, environ 30% en 120 minutes ; pour le PEG, environ 20% en 120 minutes ; et pour

I'HP-B-CD, une tres faible libération d'environ 5% en 120 minutes.

4.2. Cinétique de libération de I’huile essentielle

Les profils de libération des complexes de 1’huile essentielle sont présentés dans la figure

ci-dessous :

120,000
glO0,000 .® (]
[
S 80,000 s @ liposome/HE
©
S 60,000 .' HPBCD/HE
é 40,000 ® PEG/HE
3 ¢ HE
— 20,000

Alginate/HE
0,000
0,000 50,000 100,000 150,000
Temps( min)

Figure 25 : Profil de dissolution de I’huile essentielle encapsulée dans les HP-B-CD,

PEG, liposomes et alginate par procédé d’encapsulation classique.

Observation

Les profils de libération de I'huile essentielle de romarin seule et encapsulée dans des
liposomes, alginates, HP-B-CD et PEG sont présentés dans la figure 25. L'huile essentielle de
romarin seule présente une tres faible dissolution, se stabilisant a environ 20%. Pour les
systemes d'encapsulation (liposomes, alginates, HP-B-CD et PEG), il y a une libération rapide
de I'huile essentielle de romarin. Cette libération se stabilise a environ 100% pour les liposomes
et alginates, et & environ 90% pour le HP-B-CD et le PEG en 120 minutes.
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4.3. Cinétique de libération de I’association
» Cinétique de libération de I’association vitamine E

Les profils de libération des complexes de 1’association vitamine E sont présentés dans la

figure ci-dessous :

60
= 50
S
S 40
= o VitE
§ 30 HPBCD
> )
'>c<s 20 PEG/VitE
5 ° ® liposome/vit E
= o0 8 oo

10 @ alginate/vitE

°
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0 50 100 150
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Figure 26 : Profil de libération de 1’association vitamine E encapsulée dans les HP-B-CD,

PEG, liposomes et alginate par procédé d’encapsulation classique

» Cinétique de libération de I’association de I’huile essentielle

Les profils de libération des complexes de 1’association du I’huile essentielle sont présentés

dans la figure ci-dessous :
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Figure 27 : Profil de libération de I’association du I’huile essentielle encapsulée dans les

HP-B-CD, PEG, liposomes et alginate par procéd¢ d’encapsulation classique.

Observation

Les profils de libération de la vitamine E seule et de I'huile essentielle de romarin seule,
ainsi que celles encapsulées dans des liposomes, alginates, HP-B-CD et PEG, sont présentés
dans les figures 26 et 27. La vitamine E seule montre une dissolution limitée dans le cas de
I'association de la vitamine E et de I'huile essentielle. Pour les systemes d'encapsulation, il y a
une libération rapide de la vitamine E, se stabilisant a environ 50% en 120 minutes pour le PEG.
Pour les alginates, la libération est faible, stabilisée a environ 15% en 120 minutes, et pour I'HP-
B-CD et les liposomes, la libération de la vitamine E est trés faible.
En revanche, dans l'association, il y a une libération rapide de I'huile essentielle, se stabilisant
a environ 100% en 120 minutes pour les liposomes. Pour le PEG et la HP-B-CD, la libération
se stabilise a environ 80% en 120 minutes, tandis que pour l'alginate, elle est faible, stabilisée
a environ 40%. L'huile essentielle seule montre une trés faible libération, se stabilisant a 15%.
Les systéemes d'encapsulation (PEG, HP-B-CD, liposomes et alginates) libérent I'huile

essentielle de romarin mieux que la vitamine E.

Interprétation

La présence simultanée de la vitamine E de I'huile essentielle de romarin dans le milieu
peut modifier le profil de libération de la vitamine E en raison de plusieurs facteurs :
Effet Synergique ou Antagoniste : L'interaction entre les molécules hydrophobes de la

vitamine E et de I'huile de romarin peut soit faciliter soit inhiber la libération de la vitamine E.
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Dans ce cas, il semble que la présence de I'huile de romarin interfére avec la libération optimale
de la vitamine E [151].

Modification de la Solubilité : La présence de I'huile de romarin peut altérer la solubilité de la
vitamine E dans le milieu aqueux, influencant ainsi la cinétique de libération. Les composes de
I'nuile de romarin peuvent modifier la polarité du milieu, affectant la solubilité de la vitamine
E [152].

Profil de Libération Modifié pour les Systemes d'Encapsulation :

e PEG : La libération de la vitamine E atteint 50% en 120 minutes, suggérant que I'huile
de romarin améliore la compatibilité de la vitamine E avec le PEG, probablement en
modifiant la solubilité globale du systéeme [153].

e Alginate : La libération de la vitamine E est encore plus faible (15%) en présence de
I'huile de romarin, indiquant une interaction défavorable entre les composants et la
matrice d'alginate [154].

o HP-B-CD et Liposomes : La libération de la vitamine E est trés faible, suggérant que
I'nuile de romarin interfére significativement avec le mécanisme de libération de ces
systemes, possiblement en saturant ou en compétant pour les sites d'encapsulation [152,
155].

La co-présence de la vitamine E, également hydrophobe, pourrait stabiliser davantage les
liposomes, améliorant ainsi la libération de I'huile essentielle de romarin [153]. Indiquent que
la stabilisation des liposomes par des composés hydrophobes peut améliorer la libération des
substances encapsulées.

L'encapsulation améliore significativement la libération de I'huile essentielle de romarin en
raison de l'augmentation de la solubilité et de la stabilisation des composés hydrophobes par les
systemes d'encapsulation[151, 154 , 156].La présence simultanée de la vitamine E influence la
cinétique de libération en modifiant les interactions entre les composeés et les matrices
d'encapsulation, mettant en évidence I'importance de la formulation dans le développement de

systemes de libération efficaces.
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5. Modélisation mathématique

Il existe de nombreux mode¢les différents pour décrire la libération d’un médicament.
Certains modéles, comme korsmeyer-Peppas et Higuchi peuvent étre appliqués a des micros
formulations. [157, 158]. Dans notre cas, quatre modéles mathématique différents ont été
évalués : le modele cinétique de premier ordre et I’ordre zéro, le modéle Higuchi et le modéle
korsmeyer-Peppas.
5.1. Modélisation mathématique de la vitamine E
Afin de déterminée le model de diffusion ainsi que les phénoménes mis en jeu qui représente
la dissolution de la vitamine E et de I'huile essentielle de romarin a travers les différentes
matrices (forme galénique). Les résultats obtenus sont résumeés des les tableaux suivant :
Tableau 21 : Modélisation des données de libération de la vitamine E par procédés

d’encapsulation classique

Modele mathématique | Cyclodextrine | Polyéthylene glycol | Liposomes | Alginates de sodium
0 ordre K 0.0004 0.002 0.0106 0.0038

R? 0.9226 0.9404 0.8531 0.8373
1st ordre K 0.9996 0.9978 0.9777 0.9955

R? 0.9245 0.9493 0.9402 0.8506
Higuchi K 0.0038 0.0169 0.0952 0.0339

R? ]0.9681 0.9805 0.9574 0.9474
Korsmeyer K 04 0.49 0.5 0.1049
Peppas

RZ

0.9722 0.9836 0.9754 0.8364
n 0.4 0.49 0.5 0.2
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5.2. Modélisation mathématique de I’huile essentielle de romarin

Tableau 22 : Modélisation des données de libération de I’huile essentielle de romarin par

procédés d’encapsulation classique.

Modele mathématique | Cyclodextrine | Polyéthylene glycol | Liposomes | Alginates de sodium
0 ordre K 0.0072 0.0051 0.0073 0.0082
R? 0.787 0.4817 0.6807 0.8866
1st ordre K 0.0071 0.0051 0.0073 0.0082
R? 0.787 0.4817 0.6807 0.8866
Higuchi K 0,0891 0.0744 0.0962 0.0797
0.9288 0.7792 0.9188 0.6447
RZ
Korsmeyer K 9.6301 39.412 20.8749 0.0099
Peppas
R? 0.9643 0.9927 0.9797 0.9900
n 0.48 0.18 0.34 0.5




Chapitre 1V : Résultats et discussions

5.3. Modélisation mathématique de I’association (Vit E et HE)
Tableau 23 : Modélisation des données de libération en associant la vitamine E et ’huile

essentielle de romarin par procédés d’encapsulation classique.

Modele Cyclodextrine | Polyéthylene Liposomes Alginates  de
mathématique glycol sodium
VitE | HE VitE | HE Vit E HE VitE | HE

0 ordre K | 0.0001 | 0.0087 | 0.0045 | 0.008 | 0.0061 0.0059 | 0.0012 | 0.0039

0.8078 | 0.9421 | 0.9584 | 0.8819 | 0.8072 0.4978 | 0.5641 | 0.7116

1st ordre 0.9999 | 0.9913 | 0.9955 | 0.9913 | 0.9941 0.9941 | 0.9988 | 0.9961

0.8078 | 0.932 | 0.9584 | 0.8819 | 0,8072 0.4978 | 0,5641 | 0.7116

Higuchi K |0.0012 | 0,1445 | 0.0488 | 0,0926 | 0.0012 0.085 | 0.0162 | 0,0502

0.8607 | 0,9182 | 0.8663 | 0,9074 | 0.9409 0,7932 | 0.8004 | 0,8779

Korsmeyer | K | 0.5 30.18 |0.3837 | 14.02 | 0.1 12,276 | 2.9101 | 4.9604
Peppas

R? | 0.9431 | 0.9734 | 0.9783 | 0.905 | 0.9435 0.8906 | 0.9134 | 0.9371

n |05 0.33 0.38 0.34 0.2 0.5 0.37 0.49

Interprétation :

A partir des valeurs R 2 présentés dans les trois tableaux, on peut déduire que le modéle
korsmeyer-Peppas est le plus précis (le modele qui reflete notre études). Ce modele a été déja
utilisé pour décrire la cinétique des nanoparticules [159-161]. De plus, les parametres
correspondant a ce modéle notamment la constante de vitesse de libération (K) et I’exposant de

libération (n). Les valeurs de n obtenues correspondaient a un comportement de diffusion




Chapitre 1V : Résultats et discussions

Fickien. Ce résultat affirme que la libération de la vitamine E et I’huile essentielle de romarin
suit une libération par diffusion contrélée par le gradient de concentration.
Le modele korsmeyer-Peppas décrit la libération du médicaments comme un processus de
diffusion basé sur la loi Fick, et peut donc étre utilisé pour décrire la dissolution de médicaments
a partir de divers posologies et formes pharmaceutiques a libération prolongée, comme dans le
cas de certains systemes matriciels contenant des médicaments hydrosolubles.
Par ailleurs, les constantes de vitesse du modele korsmeyer-Peppas , indiquent clairement que
lorsqu’on utilise une base hydrophile, la diffusion est accélérée.
6. Test spermatique

Les figures ci-dessous regroupent les vitesses linéaires VCL (curviligne vitesse), VSL
(vitesse linéaires droite) et VAP (vitesse moyenne du trajet) des spermatozoides ovins traités

en fonction du temps (Réfrigération).

6.1. Vitamine E seul et vitamine E encapsulé dans les différents systémes

30

H Alginate/Vit E
HP-B-CD/Vit E
M Lipo/Vit E
M PEG/VitE
Vit E
0
0 2 4 24 48

Temps(h)

Vel(mp/s)
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o (6] o (6,
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Figure 28 : Valeurs moyenne (= SEM) pour curviligne vitesse (VCL) de vit E
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Figure 29 : Valeurs moyenne (£ SEM) vitesse linéaire droite (VSL) de vit E
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Figure 30: Valeurs moyenne (x SEM) vitesse moyenne du trajet (VAP) de vit E

Observation
La vitamine E encapsulée dans les différents systemes (HP-B-CD, PEG, alginate et

liposome) montre une meilleure influence sur les parametres VCL, VSL et VAP comparée a la

vitamine E non encapsulée.
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6.2. Huile essentielle seul et huile essentielle encapsulé dans les différents systemes
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Figure 31 : Valeurs moyenne (£ SEM) pour curviligne vitesse (VCL) d’HE
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Figure 32 : Valeurs moyenne (= SEM) vitesse linéaire droite (VSL) d’HE
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Figure 33 : Valeurs moyenne (+ SEM) vitesse moyenne du trajet (VAP) d’HE

Observation

L'huile essentielle de romarin encapsulée dans divers systémes d’encapsulation (HP-B-CD,
PEG, alginate et liposome) montre un effet supérieur sur les parametres VCL, VSL et VAP par
rapport a I'huile essentielle non encapsulée. L'huile essentielle de romarin encapsulée dans les
liposomes et les alginates présente le meilleur effet apres 48 heures de réfrigération a 4°C des
spermatozoides.
6.3. Association de la vitamine E et le huile essentielle de romarin

30
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g 15 m HP-B-CD associé
© . .,
> M Lipo associé
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Figure 34: Valeurs moyenne (x SEM) pour curviligne vitesse (VCL) d’association (vit E/HE)




Chapitre 1V : Résultats et discussions

12
10
8

M Alginate associé

m HP-B-CD associé

6
H Lipo associé
4 B PEG associé
m Vit E/HE
2
0
0 2 4 24 48

Temps(h)

Vsl(mp/s)

Figure 35 : Valeurs moyenne (+ SEM) vitesse linéaire droite (VSL) d’association (Vit

E/HE)
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Figure 36 : Valeurs moyenne (+ SEM) vitesse moyenne du trajet (VAP) d’association (Vit
E/HE)
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Observation
L’association de la vitamine E et le huile essentielle de romarin ont un meilleur effet sur la

VCL, VSL et VAP et cela avec ou sans encapsulation.

Interprétation

Les systémes d'encapsulation peuvent améliorer la biodisponibilité et la stabilité des
antioxydants comme la vitamine E, augmentant leur efficacité biologique [162].
L'encapsulation dans des matrices comme les liposomes et les alginates peut protéger les
composés bioactifs contre la dégradation et améliorer leur libération contrélée [163].
L'association de la vitamine E et de I'huile essentielle de romarin, avec ou sans encapsulation,
montre un effet synergique améliorant les parametres VCL, VSL et VAP. Cette synergie peut
étre attribuée aux propriétés antioxydantes complémentaires des deux substances, renforcant
leur efficacité globale. Les synergies entre différents antioxydants peuvent amplifier leurs effets
protecteurs sur les cellules, notamment en améliorant la motilité et la viabilité des

spermatozoides [164].
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Conclusion

L'objectif de cette recherche était de développer un systeme d'encapsulation et de
solubilisation pour deux principes actifs hydrophobes, la vitamine E et I'huile essentielle de
romarin. En examinant divers systemes d'encapsulation, notamment la cyclodextrine HP-B-CD,
le polyéthylene glycol (PEG), les liposomes et les alginates, nous avons pu évaluer leur

efficacité a améliorer la solubilité et la stabilité de ces composés.

Les résultats ont démontré que I'encapsulation peut significativement augmenter la
solubilité et la libération controlée de la vitamine E et de I'huile essentielle de romarin,
surmontant ainsi les limitations inhérentes a leur nature hydrophobe. Chaque systéeme

d'encapsulation a présenté des avantages spécifiques :

e Les liposomes ont montré une capacité élevée a encapsuler et libérer rapidement les
composés, atteignant pres de 90% de libération pour la vitamine E en 120 minutes.

o Les alginates ont offert une libération plus controlée, avec des propriétés gélifiantes et
biocompatibles ideales pour certaines applications.

e La cyclodextrine HP-B-CD, avec sa structure en cavité, a amélioré la solubilité en
formant des complexes d'inclusion.

o Le PEG a stabilisé les composés bioactifs tout en offrant une libération modéree.

Lors de la modélisation mathématique, il s'est avéré que la diffusion de la vitamine E et
de I'huile essentielle de romarin, qu'ils soient seuls ou encapsulés, suit un mécanisme de
diffusion de type Fickien dans le milieu agueux. Les modeles de Higuchi et de Korsmeyer-
Peppas ont montré les meilleurs ajustements avec des coefficients de détermination (R?) les

plus élevés et des coefficients de diffusion inférieurs a 0,5.

De plus, I'étude a révéle un effet synergique potentiel entre la vitamine E et I'huile
essentielle de romarin lorsqu'ils sont utilisés conjointement lors de la conservation spermatique,
améliorant davantage leurs propriétés antioxydantes et bénéfiques pour la santé. Cette synergie
pourrait étre exploitée dans divers domaines, notamment pharmaceutique, cosmétique et

alimentaire, pour développer des formulations plus efficaces et stables.

En conclusion, I'encapsulation des principes actifs hydrophobes comme la vitamine E et
I'nuile essentielle de romarin dans des matrices appropriées peut considérablement améliorer

leur solubilité et leur efficacité. Ce travail ouvre la voie a de nouvelles recherches sur
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I'optimisation des systemes d'encapsulation pour d'autres composes hydrophobes et leurs

applications potentielles dans différents secteurs industriels.
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Résumé

Le projet «stratégie d'encapsulation pour améliorer la solubilité des principes actifs
hydrophobes » vise a résoudre le défi de la faible solubilité des agents hydrophobes dans les
domaines tels que la pharmacologie et I'industrie alimentaire. En utilisant des approches
innovantes d'encapsulation, le projet cherche a maximiser la solubilité de ces principes actifs
pour permettre une meilleure absorption et une libération controlée. Les stratégies avancées
comprennent la microencapsulation, les polymeres amphiphiles et les systéemes de libération
contr6lée, avec l'objectif de créer des formulations stables, biodisponibles et efficaces.
L'objectif ultime est de développer des solutions novatrices pour améliorer significativement la
solubilité des principes actifs hydrophobes, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives dans le
domaine médical, pharmaceutique et alimentaire. Ce projet représente une avancée majeure
dans le domaine de I’encapsulation, offrant des perspectives prometteuses pour surmonter les
obstacles associés a I'hydrophobie des agents actifs.

Mots clés : Encapsulation, solubilité, Principes actifs, hydrophobes.

Abstract

The project "encapsulation strategy to improve the solubility of hydrophobic active ingredients™
aims to solve the challenge of low solubility of hydrophobic agents in fields such as
pharmacology and the food industry. Using innovative encapsulation approaches, the project
seeks to maximize the solubility of these active ingredients to allow better absorption and
release. Advanced strategies include microencapsulation, amphiphilic polymers and controlled
release systems, with the aim of creating stable, bioavailable and effective formulations.The
ultimate objective is to develop innovative solutions to significantly improve the solubility of
hydrophobic active ingredients, thus opening new perspectives in the medical, pharmaceutical
and food fields. This project represents a major advance in the field of encapsulation, offering
promising prospects for overcoming the obstacles associated with the hydrophobicity of active
agents.
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