Ayt Adal jhagall 2 i1 ja) Ay ) sgand
République Algérienne Démocratique et Populaire

alad) Gl g Alad) anlasl) 3 ) 3
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
u]:;'? Freres Mentouri Constantine | University
[ 4 Université Fréres Mentouri Constantine |

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie BLal) g dapdal) agle 441
Département de Biologie Appliquée. Agilail) L ol gal) and

Mémoire présenté en vue de I’obtention du diplome de Master

Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiére : Biotechnologie
Spécialité : Biotechnologie et Biothérapie

N° d’ordre :
N° de série :

Intitulé :

Encapsulation de molécules biologiquement
actives dans des systéemes complexes a base
de biopolymeres

Présenté par : ZEGHOUANI Nouha Nardjes Le 16/06/2022
BENTAZIR Djihad

Jury d’évaluation :

Encadreur : BOUDOUKHANI Meriem (MAB - Université Fréres Mentouri, Constantine 1).
Examinateur 1 : BOULAHBAL Bilel (MCB - Université Freres Mentouri, Constantine 1).
Examinateur 2 : KHELILI Kaouther (MCA - Université Freres Mentouri, Constantine 1).

Année universitaire
2021 - 2022



Gl g IV 23eia (S je Adassl 3 U gl g0 Jadi o5 308 33 (pallid Canliai Ul s dai 58 Jand) 138 (e Ciagd) OIS
Jsanl) 2t ) Al aes, dilise @l 38 53 (KC)obun JS WS 5 (GXM) Jaxall () SN jana o aating
Ll Jleda) Lo Jgumnl) o Al il il il i g ¢ Abasslly 4l 3l Qailiadll I URY Cuand e
il @ yeda) LS eciladl) 5 DAty Ayl 4diad A Cilapall a5 adaill Jare apil b Gl el sl 38 5
L& (125/757) e g simd A 4 dapall 7714 Calad Jare A8 Glapeall JSI5 DA e gl Jeasdl)
(KG / GXM)

 dgalidal) cilalsl)

D3 ol — caidias Gl ¢ s ¢ (KC) glaal S WS ¢« (GXM) Q1SN jaa



Résumé :

L’objectif du présent travail était d’élaborer un systeme d’encapsulation de la vitamine D3
en tant que molécule biologiquement active par un complexe polyélectrolytes a base de la
gomme xanthane modifi¢ (GXM) et le kappa-carraghénane (KC) a différentes concentrations.

Les différents systemes formulées ont été soumis a des tests de caractérisation physico-
chimiques, et les résultats obtenues permettrent de montrer I’importance de la concentration
des polymeres sur 1’évaluation du taux de gonflement et la taille des particules réalisé par le
procédé d’émulsification, de plus, les résultats des microparticules préparées présente un taux

d’encapsulation de 71,47 pour la formulation 4 composé de(%#75/25%) en (KC/GXM).

Mots clés:

VitD3, Encapsulation, kappa-carraghénane (KC), Gomme Xanthane (GXM), Emulsification



Abstract:

The aim of the present work was to elaborate an encapsulation system of D3-vitamin
as a biologically active molecule coated by a polyelectrolyte complex based on modified
xanthan gum (XGM) and kappa-carrageenan (KC) at different concentrations.

The all formulated systems are submitted to physicochemical characterization, and the
results of the obtained formulations show the importance of the concentration of polymers in
the evaluation of the swelling rate and the size of the particles realized by emulsification
process. Moreover, the prepared microparticles present an encapsulation rate of 71,4 7 for the

formulation 4 contained (%.75/257%) in (KC/XGM) .

Key words:
D3-Vitamin, Encapsulation , Xanthan Gum (XGM) , Kappa-Carrageenan (KC) ,

Emulsification
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Introduction Geénérale

Introduction Générale

Une molécule biologiquement active est une molécule ayant une action biologique,
c'est-a-dire que son introduction dans le vivant va entrainer une réaction qui peut étre
bénéfique ou néfaste. Les vitamines sont des composés organiques nécessaires a une
croissance prospere et a la santé. Elles ne sont souvent pas synthétisées par I'homme ou
l'animal et doivent étre apportées par l'alimentation. Bien que les vitamines puissent étre
classées selon plusieurs critéres, en fonction de leur solubilité, elles peuvent étre divisées en
hydrosolubles et liposolubles. Les vitamines liposolubles comprennent les vitamines A
(rétinol, bétacarotene), D (cholécalciférol), E (a-tocophérol) et K (phylloquinone).

Aujourd'hui, la population mondiale est confrontée a une carence en vitamine D (Vit
D) méme dans les pays les plus ensoleillés. En effet, sa biodisponiblité est affectée par les
conditions de stress environnemental telles que la température, le pH, le sel, l'oxygene et la
lumiére. En plus de son rdle traditionnel dans le métabolisme osseux, la VitD est
essentiellement nécessaire a la prévention de troubles tels que les maladies neuro-
dégénératives, les maladies cardiovasculaires, le cancer, etc.

D’autre part, I’encapsulation des micronutriments semble un moyen efficace de
préservation de ces molécules contre les différents types de stresse précités [1].
L'encapsulation est un processus visant a piéger une substance (un agent actif) dans une autre
substance (matériau de la paroi). La substance encapsulée, a I'exception de I'agent actif, peut
étre appelée le noyau, le fil, la phase active, interne ou la charge utile. La substance qui
encapsule est souvent appelée le revétement, la membrane, I’enveloppe, la capsule, le
matériau de support, la phase externe ou la matrice [2]. C’est une technologie spécifiquement
adaptée a fournir des composés a haute valeur ajoutée, capable de stabiliser et de contrdler la
libération de composés bioactifs sensibles (antioxydants, des vitamines, des acidulant, des
parfums, des aromes, des enzymes, des cellules microbiennes et autres).

L’encapsulation est une technique basée sur I’'utilisation des polymeres dont les
biopolymeres, d’origine végétale ou microbienne, qui est de nouveaux matériaux, prometteurs
pour les applications pharmaceutiques ou autre en raison de leurs excellentes propriétés
fonctionnelles et de leur acceptabilité en tant que composant naturels, qui sont dégradables
par les enzymes digestives [3]. Ces molécules sont prometteuses pour ’encapsulation des

biomolécules comme les vitamines dont la vitamine D atteint le but de ce travail.

Page 1



Introduction Geénérale

Le présent travail est une approche bibliographique et expérimentale sur

I’encapsulation la vitamine D en tant qu’une molécule biologiquement active par des

biopolémeres. Le manuscrit s’articule en trois chapitres :

=)

=)

=

=

Le premier chapitre est une synthése bibliographique sur les biopolyméres, les
complexes polyélectrolytes dont principalement les polysacharides, ainsi
généralité sur la substance bioactive et les molécules biologiquement actives:
Alors que le deuxieme chapitre décrit les différentes techniques
d’encapsulation des biomolécules ainsi les méthodes de préparation.

En revanche, le troisiéme chapitre est consacré a la partie expérimentale ou on
décrit les différents protocoles expérimentaux réalisés suivi par la discussion
des différentes résultats obtenus.

Le travail s’achevera par une conclusion générale.

Page 2
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CHAPITRE 1 Généralité & Synthese Bibliographique

Introduction

Les polysaccharides constituent une famille des bio-polymeéres dont la diversité de
structures conduit a un large spectre de propriétés physico-chimiques, employés trés
souvent dans divers domaines et donc d’applications potentielles. L'utilit¢ de ces
polymeéres glucidiques hydrosolubles dans l'industrie pharmaceutique repose sans

aucun doute sur la large gamme de leurs propriétés fonctionnelles

I.1. Généralités sur les bio-polyméres et les polysaccharides
I.1.1. Les Polymeéres

Le polymere est définie comme un systeme formé par un ensemble de
macromolécules, c'est-a-dire d’entités moléculaires de grande taille issues de
I’assemblage covalent d’un grand nombre d’unité¢ répétitives plus communément
appelées unités ou (motifs) monomere [4].

Les polymeres sont des molécules treés grandes, appelées macromolécules et
construites a partir de molécules plus petites, les monomeres.

Un polymeére (ou homopolymere) est composé d’un unique type de monomeres.
Lorsqu’on est en présence de différents types de monomeres, on parle alors de
copolymere.

L’arrangement des différents monomeres peut se faire de différentes manicres,
avec une incidence directe sur leurs propriétés. Ils peuvent étre composés selon
différentes proportions et disposés en différents blocs qui alternent dans la chaine.

Le polymeére linéaire est le plus simple des arrangements de monomeres. Des
chaines linéaires peuvent également présenter des ramifications [5].

Les différentes chaines de polyméres peuvent étre liées entre elles, par des liens
chimiques (covalents) ou physiques (hydrogenes, ioniques, hydrophobiques). On

parle de polymere réticulé [6].

1.1.2. Les Biopolyméres

Les polymeres issus des plantes ou biopolymeres constituent la plupart du temps
les parois cellulaires des végétaux comme la cellulose et la lignine. Ils servent
¢galement de réserve aux plantes en vue de leur croissance. On peut citer dans ce cas

I’exemple de I’amidon. Ces polymeres sont extraits directement des plantes.

Page 3



CHAPITRE 1 Généralité & Synthese Bibliographique

Des monomeéres simples peuvent étre €également obtenus a partir des plantes aprés
transformations chimiques et/ou enzymatiques de ces molécules. Par polymérisation
de ces monomeres, des polyméres que I’on dit issus du végétal sont obtenus.

Les micro-organismes, par fermentation des molécules issues des plantes,
produisent des polymeéres classés également comme biopolymeres [7].

Les différentes classes de polymeres issus des plantes sont reprises dans le tableau

Tableau 1.1 : Grandes classes de bio-polymeres issus du monde végétal [8]

Polysaccharides (plantes/algues) Amidon, Cellulose, Agar, Alginate,

Carraghénane, Pectine, Gommes, Konjac

Polysaccharides Xanthane, Dextrane, Gellane, Curdlan
(par fermentation bactérienne) Pullulane, Elsinane

Protéines Z¢ine, Gluten, Polyacides amines
Polyphénols Lignines, Tannins, Acides humiques
Polyesters Polymeres d’acides lactiques (PLA)

Polyhydroxyalcanoates (PHA)

Autres polymers Polymeres synthétisés a partir d’huile
(nylon)

Polyisoprenes : caoutchouc

1.1.3 Domaine d’application des polyméres

Les polymeéres sont a la base de plusieurs matériaux et sont utilisés dans différents
domaines, tels que : fibres textiles naturelles et synthétiques, mousses isolantes,
colles, vétements, vaisselle, emballage alimentaire (bouteille), et industrie (flacons de

détergents, sachets,...) industrie chimique (tuyauteries, cuves,...) [9].
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I.2. Généralités Sur Les Polysaccharides

Les glucides, encore appelés sucres ou hydrates de carbone, représentent avec les
protéines, les lipides et les acides nucléiques, 1’'une des quatre grandes classes de
constituant de la matiére vivante [10]. On distingue les glucides simples
(monosaccharides non hydrolysables) et des osides qui sont des polymeéres d'oses liés
entre eux par des liaisons de type O-glucosidique. Ces derniers sont classés en deux
grandes catégories selon leur degré de polymérisation : Les polyholosides, polyosides
ou glucanes nommeés polysaccharides ; sont des polymeres biologiques présents chez
tous les étres vivants, notamment dans les végétaux comme I’amidon, la cellulose et
les hémicelluloses ; dans les animaux comme le glycogéne et dans les

microorganismes (bactéries, champignons, algues) comme le xanthane [11].

1.2.1. Définition

Un polymére est une macromolécule qui se compose d’unités répétitives
appelées monomeres, lorsque les monomeres sont identiques on parle
d’homopolymeres, au contraire, lorsqu’au moins deux unités monomériques sont
différentes il s’agit plutdt de copolymeres. Ces unités sont reliées entre elles par des
liaisons covalentes. Il existe deux grandes classes de polyméres: les naturels et les
synthétiques.

Dans I’industrie pharmaceutique, le choix se porte le plus souvent sur les
biopolymeres et ce parce qu’ils présentent les avantages d’étre économiques,
disponibles, non-toxiques et souvent méme biocompatibles et bio- résorbables [12]
[13].

Les polysaccharides constituent une famille trés importante de molécules
polymériques appelés aussi glycanes, polyosides, polyholosides ou sucres complexes.
Ils font partie de la famille des glucides « sucres ». Ce sont des sucres complexes,
formés d’un grand nombre de molécules simples, soit de méme nature chimique
(homopolysaccharide), ou de plusieurs types de sucres simples liés ensemble

(hétéroplysaccharides) [14].

La plupart de ces macromolécules naturelles sont hydrosolubles car portant un
grand nombre de fonction hydroxyle, cependant certains polysaccharides sont tres peu
ou pas solubles dans I’eau en raison de structures particulieres (ex: cristallinité de la

cellulose) ou de fonction chimique spécifique [15].
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((1-=2)-x-D-galacto)-(1->4)-B-D-glucan

Figure 1.1.Structure générale des polysaccharides [16]

1.2.2. Classification des polysaccharides
La trés grande variété des systémes polymeres a amené les scientifiques et les
industriels a les classer dans différentes catégories en fonction de leurs structures, de

leurs natures, ou encore de leurs applications (Figure I.1.): leur charge, leur structure

ou encore leur origine

1. Selon leur charge on compte:

v Les polysaccharides anioniques : Gomme arabique et pectine.
v Les polysaccharides cationiques : Chitosane.
v

Les polysaccharides non-ioniques : Cellulose.

2. Selon leur structure :
v Linéaire : Amylase, pectine...

v Ramifiées, a courte chaine (Gomme guar...), et a longue

chaine (Gomme karaya...)

3. Selon leur origine :

v Marine (Extrait d’algues): Alginates, agar, carragheenans.

v Animale: chitine et chitosane.

v Végétale: Amidon et cellulose.

v Microbienne (Bactéries ou champignons): Glycane, pullulane,

dextrane, xanthane. [17] .
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Exsudat

Palysaccharides modifis Gomme arabique

Amidon modifié Gomme adragante

pECiing amidée Gomme karaya

propylenz glycol alginate Gomme ghatti

Graines
cellulgse dérivatives

Gomme du guar
Gomme de caroube

Extrait de plante ) )
p Gomme des graines de tamarin

Amidon Gomme de tara

La nature comme

Alginates .
TEssOUrce Le konjac

Agar-Agar
Carragheénanes Palysaccharides d'origine biologique
Cellulose Xanthane gellane

Dextranes Pullulane.
scléroglucanene  Curdlang

Polymére a base de cellulose
Cellulese microcristallin {MMC)
Methylcellulose (MC)
Hydropropylméthylcellulose (HPMC)
Hydrowyoroylcrilulose [HPC)

Carboxymeéthylcellulose (CMC |

Figure 1.2 : Différentes classes de polysaccharides suivant leur origine [17]

De méme, leur complexité structurale induit a plusieurs types de Classification
des polysaccharides fondées soit sur la composition en monomeéres, soit sur la
structure, soit encore sur la fonction biologique assurée, et pour cela, les

polysaccharides peuvent étre classés selon trois catégories :

1. Selon la composition en monomeres : on distingue les homopolysaccharides et
les hétéropolysaccharides, selon ce qui présentent dans leurs structures, un ou

plusieurs types d’unités monosaccharidiques.

a) Les homopolysaccharides peuvent étre linéaires (amylose, cellulose,
chitine) ou ramifiés (amylopectine, glycogene). Ils sont classés selon la
nature de l'unité osidique qui les compose. Les glucanes sont des
polymeres de D-glucose (dextranes), de I’ancien nom du glucose le

dextrose, les galactanes sont des polymeres de D-galactose et les xylanes
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des polymeéres de D-xylose ; certains noms sont moins évocateurs : les

chitosanes sont des polymeéres de D-glucosamine.

b) Les hétéropolysaccharides sont classés selon la nature des principales
unités osidiques qui les composent, les araboxylanes sont des polyméres
mixtes d’arabinose et de xylose. Les hétéropolysaccharides ne sont
généralement formés que de quelques types de monosaccarides qui se
suivent en séquence selon un schéma répétitif. Les ramifications sont
assez communes chez les hétéropolysaccharides, mais elles suivent des

schémas simples.

2. Selon leurs degrés de ramification, on peut constater des polysaccharides

linéaires (amylose, cellulose, chitine), ou ramifiés (amylopectine, glycogene).

3. Selon leurs fonctions biologiques : Les principaux polysaccharides de réserve
sont présents dans : les bactéries, les champignons, les cellules animales (le
glycogéne) et dans les végétaux (I’amidon)... Ces macromolécules sont des al
—4/ al—6-homoglucanes, a I’éxception de I’amylose qui n’est pas ou tres
peu ramifig.

D’autres polysaccharides de réserves, moins répandus que les précédents sont
les fructanes (inuline, levanes), présents uniquement chez certains végétaux (artichaut,
dahlia et quelques graminées). Des galactomannanes constituent des réserves chez les
Champignons et les plantes, et les laminarines (B1 =3 / Bl — 6-homoglucanes)

n’existent que chez les algues du genre Laminaria.

Les principaux polysaccharides de structure sont la cellulose des parois végétales
(B1 = 4-homoglucane), la chitine constitutive de la cuticule des arthropodes (B1 — 4-

chitosane), les hémicelluloses et les pectines (hétéropolysaccharides complexes).

D’autres polysaccharides de structure, moins répandus, sont l’agar-agar formé
d’agarose et d’agaropectine et les carraghénates que 1’on extrait des algues. Comme
les pectines, ces molécules sont capables de former des gels utilisables dans la
recherche scientifique et I’industrie (gels d’électrophorese, agents accélérateurs de

prise des confitures, gelées, lubrifiants etc....) [17].
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1.2.3. Propriétés des polysaccharides

Les polysaccharides sont des macromolécules naturelles presque universelles qui
existent dans les organismes vivants ou ils effectuent une variété de fonction dont
beaucoup ne sont pas entierement comprises. Néanmoins, il est facilement reconnu
qu’ils peuvent agir comme des substances squelettiques dans les parois cellulaires des
plantes terrestres supérieures et des algues, qu’ils fournissent des réserves
alimentaires dans les plantes, les micro-organismes et les animaux, et qu’ils peuvent
fonctionner comme des substances protectrices dans les plantes sous forme de gomme
d’exsudat obturant les sites de blessure, et dans les micro-organismes en tant que
substance encapsulates. Ils fonctionnent également comme agent épaississants dans
les fluides articulaires des animaux et aussi pour protéger les tissus de la dessiccation.
Les polysaccharides peuvent également remplir des roles plus spécifiques, par
exemple en étant responsable de la spécificité de type de pneumocoques. Autres
macromolécules naturelles, qui ne sont pas entierement composés d’unités de sucre,
contiennent des blocs de résidus de monosaccharides dans le cadre de la structure
moléculaire. Les substances du groupe sanguin, par exemple, sont un groupe des
glycoprotéines dans lesquelles la disposition des résidus de sucre dans les sous-unités
glucides contribue aux spécificités des différents types [18-] .

Les principales caractéristiques des polysaccharides sont leur capacité a modifier
les propriétés ou environnements aqueux, c'est-a-dire leur capacité a épaissir, chélater,
émulsionner, stabiliser, encapsuler, floculer, gonfler et suspendre ou a former des
gels, des films et des membranes. Des caractéristiques particulieres telles que la
biocompatibilité, la biodégradabilité, la bio adhésivité et la non-toxicité, associée a
une large disponibilité et des cofits généralement faibles, expliquent leur exploitation
croissante dans la formulation de produits pour applications alimentaires,
biomédicales et cosmétiques, leurs dérivés sont classifiés comme des produits
chimiques de spécialité [19].

De par leur structure chimique, les polysaccharides présentent des propriétés
particulieres et intéressantes pour des applications spécifiques en industrie. La
biodégradabilité est la plus importante.

* Biodégradabilité : La biodégradabilit¢ de la plupart des

polysaccharides est due a la présence de liaisons facilement clivables. La propriété de
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biodégradabilité des polysaccharides est particuliecrement intéressante pour des
applications bien spécifiques.

* Perméabilité a la vapeur d’eau : La plupart des polysaccharides sont
hydrophiles, ce qui leur confére des propriétés de perméabilité a la vapeur d'eau.

* Biocompatibilité et biorésorbabilité : Les polysaccharides sont
dégradés naturellement dans l'organisme humain par hydrolyse et libérent des

molécules assimilables et non toxiques [19].

1.2.4. Applications des polysaccharides

Les polysaccharides sont des polymeres naturels provenant de sources
renouvelables; par conséquent, leurs caractéristiques telles que la biocompatibilité, la
biodégradabilité, la bio adhésivité et la non-toxicité ainsi leurs disponibilités a des
cofits bas, expliquent leur grande utilisation dans la formulation des produits pour les
applications alimentaires et cosmétiques.
Parmi les dérivés de polysaccharides, on s’est intéressé en particulier aux xanthane

modifiés et au kappa-carragenane qui feront ’objet de cette étude [20].

1.2.5. Les Polysaccharides D’origine microbienne
a. Gomme Xanthane

Les bactéries produisent plusieurs types de polysaccharides classés selon leur
localisation cellulaire. Certains ont un rdole de réserve et sont localisés dans le
cytoplasme, d’autres sont des macromolécules constitutives de la paroi. La gomme
xanthane est un hétéropolysaccharides ramifi¢, dont I'unité de répétition est un penta
saccharide constitué¢ d’une chaine principale cellulosique avec une alternance au C-3

de chaque résidu glucose [21][22].

b. Définition

La gomme xanthane est un polysaccharide exo cellulaire hydrosoluble de masse
moléculaire élevée. C’est un polysaccharide synthétisé par 1’espéce bactérienne
Xanthomanas Campestris. Le xanthane est complétement soluble dans I'eau chaude
ou froide, s’hydrate rapidement une fois dispersé et facilite la rétention d’eau en

produisant des solutions trés visqueuses a faible concentration. De plus, ses solutions
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ont des viscosités uniformes dans un intervalle de températures allant de la

congélation a presque 1’ébullition et une stabilité thermique excellente [23].

Structure de Ty gomme santhane

HOH,C
Sy

Lo

Figure 1.3: Structure de la gomme de xanthane [23]

¢. Structure moléculaire de la GX

Le =xanthane est un hétéropolysaccharide anionique constitué d’un squelette
cellulosique linéaire de B-(1—4)-D-glucoses dont une unité sur deux est substituée en
C3 par une chaine latérale trisaccharidique. Cette derniere contient un résidu D-
mannose li¢ en a-(1—3), d’un acide D-glucuronique 1li¢ en B-(1—2) et d’un D-
mannose terminal li¢ en B-(1—4). Prés de la moitié des résidus D-mannose

terminaux. [24][25] .
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mannose pyruvylé

acide glucuronique
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Figure 1.4: Structure chimique du xanthane. [25]

Le xanthane comporte ¢galement des groupements acétate et pyruvate, situes
respectivement sur le carbone 6 du mannose interne et sur les carbones 4 et 6 du
mannose terminal. La proportion de ces groupements varie d’une gomme xanthane a
une autre selon la nature de la souche bactérienne utilisée [26][27], les conditions de

fermentation [28] [29].

d. Caractéristique physicochimique et rhéologique de la GX

La rigidit¢é moléculaire structurelle de cette gomme lui donne des propriétés
inhabituelles telles que la stabilité a la chaleur, la tolérance aux milieux acides et
basiques ainsi elle lui donne une viscosité stable ce qui lui confeére une résistance a la
dégradation enzymatique.

» Solubilité : Le xanthane n'est pas soluble dans les solvants organiques. Il est
facilement soluble dans les hautes et basses températures. Il se dissoudre dans
des solvants inorganiques notamment I'eau ou il se dissoudre complétement et
facilement.

» La viscosité: Les solutions aqueuses de GX sont trés visqueuses. Cette

viscosité n'est pas affectée par la température ni par le point de congélation et
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point d'ébullition c'est pourquoi il est choisi par l'industrie agroalimentaire car
les propriétés des produits finis dans lesquels ils sont utilisés restent
inchangées, qu'ils soient en réfrigération, a la température ambiante ou méme
dans des zones chaudes.

» Propriétés rhéologiques: Les solutions de xanthane ont une importance dans la

stabilisation des suspensions et des émulsions. Cette propriété pseudo-
plastique améliore les caractéristiques sensorielles du produit final (sensation

en bouche, libération d'ar6me) [30].

e. Applications de la Gomme Xanthane
Les applications de la gomme du xanthane dans l'industrie sont nombreuses et

variées.
En effet, grace a sa nature et a se propriétés, il est possible de utiliser comme agent
texturant ou viscosifiant ou encore comme substituts de certains additifs,
conservateurs

» Applications dans l'industrie alimentaire
- Boissons industrielles et emballées aromatisées: pour les boissons contenant de la
pulpe de fruit, la gomme xanthane est utilisée pour maintenir les fruits en suspension,
ce qui leur donne une meilleure apparence.
-Sirops : la gomme améliore la fluidité et I’adhésion des sirops aux fruits de la créme
glacée ou des pancakes, controler le ruissellement et la pénétration.

» Applications pharmaceutiques et cosmétiques
La gomme xanthane est utilisée comme épaississant dans les sirops ou comme
stabilisant dans les émulsions dans 1'industrie. Pour les cosmétiques, il est utile pour la

stabilité qu’il procure au pH, la température, les sels et les acides [31].

f. Xanthane modifie

La présence de groupements neutres ou chargés sur le squelette carboné des
polysaccharides ouvre la voie a diverses modifications chimiques. L’objectif de ces
dernieres est d’obtenir des systemes de polymeéres avec des propriétés nouvelles ou
améliorées comparées a celles du polymere non modifié¢. Ces systémes pourront étre

utilisés pour des applications variées.
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Ces modifications peuvent consister a faire varier les taux d’acétate et/ou de pyruvate
[32][33][34][35][36][37], ou encore greffer des composés sur les fonctions hydroxyle

ou acide carboxylique du polymeére.

i. Kappa Carraghénane
» Définition

Les algues sont des organismes eucaryotes photosynthétiques qui a des lignées
phylogénétiques différentes. Les algues rouges (Rhodophyta) font partie, comme les
algues vertes (Chlorophyta) et les plantes supérieures (Streptophyta) de la lignée des
plantes, alors que les algues brunes (Phaeophyta) appartiennent a la lignée des
hétérokontes. La paroi de certaines algues rouges est principalement composée de
polysaccharides sulfatés : les carraghénanes. La premiere algue carraghénophyte
découverte fut Chondrus crispus (Irish Moss) en 1862 par Stanford, qui donna le nom

« carrageenin » au matériel gélatineux qu’il avait extrait de I’algue (Figure L.5) [38].

Figure L.5 : Chondrus Crispus [36]

g. Structure des Carraghénanes

Les carraghénanes sont composés alternativement d’unités (1—3) B-D-

galactopyranoses (unités G) et (1—4)a-D-galactopyranoses (unités D). Les
(1—>4)a-D-galactopyranoses  peuvent aussi exister sous la forme 3,6-
anhydrogalactopyranoses (unités DA) . Les unités G et/ou D peuvent étre substituées
a différentes positions par des sulfates (S), des O-méthyles (M) ou des groupements

d’acide pyruvique sous la forme de kétal cyclique (P), créant ainsi une grande
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diversité¢ de structures de carraghénanes (Figure 1.6). La position des substituant est
indiquée par le numéro des carbones auxquels ils sont attachés sauf pour le

groupement P toujours positionné sur les mémes carbones 4et 6 de 'unité D. [39]

Unité de base carrabiose

Figure 1.6 : La structure des carraghénanes [39]

k. Propriétés des Carraghénanes

» Solubilité

Les carraghénanes sont solubles dans 1’eau, mais la température de solubilisation
dépend du type de copolymere et des cations associ€s a I’ester sulfatent. Plus il y a de
groupements sulfate, plus la molécule est soluble.

Le Kappa carraghénane est le moins hydrophile des carraghénanes, sa solubilisation
totale ne pourra étre assurée que par ¢lévation de la température.

Cette température de solubilisation dépendra en outre du cation associ¢, la forme
sodique étant plus facilement soluble que la forme potassique.Cependant, tous les
carraghénanes sont insolubles dans les solvants organiques apolaires et dans la plupart

des solvants organiques polaires.

> Effets des électrolytes

Le pouvoir gélifiant des carraghénanes est grandement influencé par la présence
d’¢électrolytes, qui sont nécessaires pour permettre cette gélification. Les sels de
potassium (K+) sont les plus réactifs et de ce fait les plus utilisés. La densité du gel de
Kappa carraghénane augmente en fonction des concentrationsde (K+). Ainsi, plus la

concentration en (K+) est élevée plus le gel est dense.
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Les ions calcium (Cat++) ont également une influence sur le pouvoir gélifiant des
carraghénanes, mais leur effet est plus marqué pour la fraction lota avec laquelle ils

forment un gel tres élastique et cohérent.
» Viscosité

Les carraghénanes forment des solutions visqueuses dans I’eau dont les propriétés
dépendront de la concentration, de la température, du type de carraghénanes et de la
masse molaire. La viscosité augmente proportionnellement avec la concentration et la

masse molaire alors que les sels, eux réduisent la viscosité [40]
I. Application de la Carraghénanes

Les carraghénanes sont utilisés dans les préparations alimentaires pour leur
capacité¢ a lier de grandes quantités d'eau en vue d'en modifier le comportement

rhéologique : épaississement, gélification et stabilisation.

Cependant, les carraghénanes ne sont pas seulement utilisés dans le domaine
alimentaire, mais aussi dans le domaine médical et dans les cosmétiques. Bien
souvent, pour ce type d'applications, les carraghénanes sont volontairement dégradés

afin de réduire leur viscosité.[38]
m. Les Complexes Polyelectrolytes ( PEC)

Les Polyélectrolytes D’une maniére générale, les polyélectrolytes sont des
polyméres portant des groupes ionisés, qui peuvent, dans un solvant polaire, se
dissocier en chaines polymeéres chargées (macro ions) et contre-ions de petite taille.

Contrairement aux polymeres neutres, la compréhension du comportement de poly
¢lectrolytes en solution est encore loin d’étre totale. La principale difficulté dans ces
systémes vient de la présence de forces de Coulomb, a longue portée. Il est également
important de noter que I’influence des interactions a courte portée (volume exclu,
condensation des contre-ions) induit des couplages extrémement complexes au sein de
ces systemes.

Les contre-ions peuvent exister dans deux différents points : certains sont localisés
sur le polymere par des liaisons ioniques (contre-ions condensés) et d’autres ne sont
pas fixés par le polymere (contre-ions mobile). Mais ces ions restent autour du

polymere dans une zone d’influence du macro-ion. Ces interactions électrostatiques
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conduisent a des comportements en solution trés différents de ceux des polymeéres
neutres. Citons par exemple :

- Le passage du régime dilu¢ au semi-dilué se fait a des concentrations en
polymere trés inférieures a celles de solutions de chaines neutres.

- La pression osmotique des poly ¢électrolytes en solution est trés supérieure a celle
des polymeres neutres aux mémes concentrations.

- La viscosit¢ des solutions de poly électrolytes dans le régime dilué¢ est
Proportionnelle a la racine carrée de la concentration, tandis qu’elle est Directement

proportionnelle a la concentration pour des chaines neutres. [41].

L.2. Généralités sur la substance bioactive et les molécules biologiquement actives
I.2.1. La substance bioactive
a. Définition
La substance bioactive se défini comme étant une molécule tirée ou extraite d’une
source naturelle biologique (animale ou végétale) et qui est biologiquement active
b. Sources
les substances bioactives sont de source naturelle biologique végétale (végétaux
terrestres et marins) ou animale (animaux et microorganismes terrestres, animaux et
microorganismes marins).
c. Nature
flavonoides, huiles essenticlles, alcaloides, acides gras polyinsaturés, peptides
bioactifs, ...
d. Types d’interaction substance bioactive — matiére biologique
L’interaction substance bioactive — matiere biologique peut étre de type
physicochimique (établissement de liaisons chimiques), de type physique

(modification de I’environnement ou de 1’état physique).

e. Applications
Les substances bioactives sont utilisées directement ou aprés avoir subi une
modification chimique dans plusieurs secteurs industriels: cosmétiques,

pharmaceutiques, additifs nutritionnels, compléments alimentaires [42].
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1.2.2. Molécules biologiquement actives

Une molécule biologiquement active est une molécule qui a les propriétés d’interagir

avec I’organisme, Comme 1’ibuproféne qui est utilis¢ comme anti-inflammatoire.

a. Groupes caractéristiques

Les molécules biologiquement actives (médicaments par exemple) tirent leurs

propriétés de leur structure, mais aussi des fonctions organiques qu’elles posseédent.

Le tableau ci-dessous en présente les principales. Certaines sont déja connues.

Tableau L.2 : Groupes caractéristiques des molécules biologiquement actives

[42]
Nom Structure Observations
Alcool Flt“ Le carbone porteur du
R=G—OH | groupe hydroxyle OH doit
étre tétragonal : 4 liaisons
simples.
Aldéhyde ﬂ Fonction en bout de chaine
carbonée.
C
R” "H
Acide carboxylique PR Caractére acide de la
R= C\ molécule.
OH
Ester 0 Molécule pouvant
I . cro g
présenter des propriétés
R-C-0-R'
odorantes : parfums.
Amine primaire N Caractére basique de la
R1/ "H molécule
H
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b. Synthése des molécules biologiquement actives

» Une synthése chimique
Consiste a fabriquer une nouvelle molécule a partir d’une réaction chimique. 1’enjeu
d’une synthése est de partir de molécules faciles a se procurer (peu chéres ), en ayant
un rendement le plus élevé possible , ce qui inclut 1’énergie investie ( chauffage ) . Il
faut aussi tenir compte de 1’éventuelle nocitivité/toxicité de certains réactifs, produit
intermédiares ou sous produits de réaction. Enfin il est nécessaire de prévoir

I’extraction et la purification de la molécule a synthétiser [43].

entrée d’eau

réfrigérant a boules

sortie d’'eau

mélange réactif et pierre ponce ballon

chauffe ballon

support &lévateur

Figure 1.7 : Synthése d’éspece chimique [44]

» Une hémisynthése
Est un cas particulier de synthése chimique. la molécule de départ est issue
directement de substances naturelles et correspond quasiment dans sa structure a la
mollécules que 1’on souhaite produire. I’enjeu d’une hémi-synthése est un légére
modification afin de faire acquérir a la molécule cibe des propriétés qu’ellen’avait pas
, ou la rendre plus assimilable pour un consommateur . L’intéret par rapport a une

synthése estd’économiser des étapes dans la fabrication [43] .
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Réfrigérant a air

hermomeétre

Bain-marie

Plaque chauffante

Figure L1.8: Synthése et hémisyntheése de molécules biologiquement actives

[45]

1.3. Généralités sur les vitamines

Les vitamines sont des substances organiques, sans valeur énergétique propre, qui
sont nécessaires a l'organisme et que l'homme ne peut synthétiser en quantité
suffisante. Elles doivent étre fournies par l'alimentation, existe plusieurs vitamine

comme vit C, vit E et vit D [46].

1.3.1. La vitamine C
a. Définition

La vitamine C ou acide ascorbique, I'ascorbate ou simplement (I’anion de 1'acide
ascorbique), est un nutriment essentiel pour 'homme et certains autres especes
animales.

La vitamine C se référe a un certain nombre de vitamines qui ont une activité de
vitamine C chez les animaux, y compris l'acide ascorbique et ses sels, et des formes

oxydées de la molécule comme I’acide ascorbique [46] .

b. Structure

Le terme vitamine C est utilis¢ comme terme générique Pour tous les composes
possédant ’activité biologique de ’acide L’ascorbique.

Le principal compose naturel ayant une activité vitamine C est ’acide ascorbique.
Ce dernier est synthétise par les plantes et la plupart des animaux, exceptes les
primates et les cochons d’Inde.

De formule brute C6H806, avec un poids moléculaire de 176,13 g/mol, 1’acide

ascorbique comporte Synthése bibliographique une fonction y lactone, une fonction
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en diol (HO-C=C-OH) support de son activité biologique et qui conféré a la molécule
des propriétés acides (formation de sels sodique, plombique) et enfin deux fonctions

alcool, I'une primaire et ’autre secondaire [47].

Figure 1.9 : acide ascorbique [48]

c. Propriétés physico-chimiques

L’acide ascorbique est une poudre cristalline, blanche, inodore, stable au contact
de I’air, a la lumiere du jour et a température ambiante pendant plusieurs mois, de
saveur légerement acide et qui se décompose a la température de 190°C.

L’oxydation en milieu aérobie de 1’acide ascorbique en présence d’ions de métaux de
transition est la plus importante réaction responsable de la perte de la vitamine C dans
les aliments.

La vitesse d’oxydation dépend des concentrations de vitamine C et d’ions
métalliques mais aussi de la teneur en ions H+ du Milieu ; en effet a pH trés bas,
voisin de 1, DP’acide ascorbique est Complétement proton et plus difficilement
oxydable qu’a un pH plus ¢élevé.

- dans la zone de pH allant de 5 a 10 la maximum absorption de I’acide

ascorbique est a 265nm.

- En solution trés acide (pH < 2), I’acide ascorbique présent un maximum

d’absorption a 244nm [44].

d. Les effets de I'acide ascorbique
La vitamine C est impliquée dans un grand nombre de réactions biologiques ou elle
n'agit pas en tant que coenzyme, mais comme oxydoréduction par inter conversion

forme oxydée/forme réduit.
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- Il existe une controverse au sujet de la possibilité¢ que de hautes doses de vitamine C
augmentent le risque de calculs rénaux
- De hautes doses de vitamine C (plus de 2 000 mg par jour) peuvent occasionner des

selles molles, de la diarrhée et des troubles gastro-intestinaux [49] .

1.3.2. La vitamine E
a. Définition

La vitamine E est une vitamine liposoluble recouvrant un ensemble de huit
molécules organiques, quatre tocophérols et quatre tocotriénols.

La forme biologiquement la plus active est I'a-tocophérol, la plus abondante dans
l'alimentation étant le y-tocophérol.

Ces molécules sont présentes en grande quantité dans les huiles végétales.
Elles agissent, parallelement a la vitamine C et au glutathion, essentiellement comme
antioxydants contre les dérivés réactifs de l'oxygene produits notamment par

l'oxydation des acides gras [50] .

b. Structure
Les tocophérols sont constitués d'un noyau chromanol et d'une chaine latérale saturée

a seize atomes de carbone [50].

Figure 1.10 : Structure de la vitamine E ou tocophérols [50]

c. Propriétés physico-chimiques

A la température ambiante, les tocophérols se présentent sous la forme d’une huile
visqueuse de coloration jaune pale. Ils sont insolubles dans 1’eau, trés solubles dans
les graisses. Ils sont peu sensibles a la chaleur, a la lumiere et aux acides, mais trés
sensibles a ’oxydation et aux bases.
Les esters de tocophérols et notamment 1’acétate de d’un tocophérol sont relativement

Stables [50].
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d. Les effets de vitamine E

La vitamine E a un pouvoir antioxydant élevé. Elle se trouve dans les membranes a
proximité immédiate des acides gras hautement insaturés des phospholipides et peut
les protéger de fagon optimale.

Elle empéche ainsi les modifications ou déstabilisations des structures membranaires
qui sinon pourraient engendrer des troubles fonctionnels.

Dans les aliments, elle protége aussi les acides gras insaturés facilement oxydables.

La vitamine E a par ailleurs un effet sur le systéme immunitaire [50] .

1.3.3. La vitamine D
a. Définition
La vitamine D est une vitamine liposoluble (soluble dans les lipides). C'est une
hormone retrouvée dans l'alimentation et synthétisée dans 1'organisme humain a partir
d'un dérivé du cholestérol ou d’ergostérol sous l'action des rayonnements UVB du
Soleil.
Elle peut provenir de deux précurseurs immédiats (Figure 1.11)

- La vitamine D2 ou ergocalciférol qui est d’origine végétale et

- La vitamine D3 ou cholécalciférol qui est d’origine animale

Pour quantifier la vitamine D dans le médicament ou I’alimentation, on utilise
I’unité internationale (UI) ou le microgramme ; la concentration sanguine est
exprimée en nanomole par litre (nmol/l) ou en nanogramme par millilitre (ng/ml). Ces
unités sont liées par la relation [50] :

100 UI=2,5 ng 1 nmol/1=0,4 ng/m

b. structure

H.{j‘-" e

Chelécalciféral Ergocalciféral

Figure I.11 : Structure des vitamines D2 et D3 [50]

Page 23



CHAPITRE 1 Généralité & Synthese Bibliographique

¢. Source naturelle de vitamine D

Tres peu d’aliment contienne naturellement des quantités significatives de vitamine
D (Tableau 1.3). D’une part, la D2 naturelle d’origine végétale est synthétisée a partir
de [D’ergostérol (provitamine D) : I’ergocalciférol est donc d’origine exogene
uniquement.
D’autre part, la D3 naturelle d’origine animale est synthétisée dans 1’épiderme et le
derme sous I’action des UVB solaires : le cholécalciférol est donc d’origine endogeéne
et exogeéne. La source principale de vitamine D chez I’homme provient de
I’exposition au soleil (90-95%). Durant cette exposition, les rayonnements UVB (290-
315 nm) photolysent le 7- déhydrocholestérol (7-DHC) de I’épiderme en prévitamine

D3. Une fois formé, celle-ci subit une isomérisation thermique pour former la D3.

Tableau 1.3 : Aliments contenant naturellement de la vitamine D [51]

Les sources alimentaires de vitamine D
Aliments Teneurs (en pG /100G )
Huile de foie de morue 250
Foie de morue cru 100
Chinchard* 48
Harng fumé 22
Espadon 16
Anguille 16
Truite arc en ciel 15
Saumon 13
Anchois 11
Cacahuétes 10.3
Thon 7.8
Sardines en boite 7.5
Shiitaké 5.45
Thon a I’huile (en boite ) 3.9
Champigon (cépe) 3.8
Rillettes de saumon 31
Jaune d’oeuf 2.5
ait entier 2
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d. Role physiologique de la vitamine D

La vitamine D joue un réle important dans le métabolisme phosphocalcique : elle
agit essentiellement au niveau de I’intestin en stimulant ’absorption intestinale du
calcium (Ca) et du phosphore (Ph), entrainant une augmentation de la calcémie et de
la phosphorée. Ainsi, une carence profonde en vitamine D se traduit par un déficit de
minéralisation de 1’os, appelé rachitisme chez 1’enfant et ostéomalacie chez I’adulte.
Tout fois, de nombreux autres tissus de 1’organisme sont équipés de récepteurs a la
vitamine D et de I’enzyme (1o-hydroxylase) capable de transformer la 25(OH)D en
1,25 (OH)D, hormone active capable d’agir comme un véritable facteur de croissance

[52].

e. Les effets de vitamine D
Elle agit surtout sur I’intestin et sur 1’os :

- Auniveau de I’intestin elle favorise I’absorption du calcium et du phosphore.

- Auniveau de ’os la carence en vitamine D entraine un défaut de minéralisation
du tissu stéroide responsable du rachitisme chez 1’enfant et de I’ostéomalacie
chez I’adulte

La vitamine D3 tributaire de la lumiere de soleil, est produite par des précurseurs

cutanés en réponse aux rayons ultraviolets [52] .

Conclusion
Les biopolyméres sont de nouveaux matériaux, prometteurs pour les applications
pharmaceutiques en raison de leurs excellentes propriétés fonctionnelles et de leur
acceptabilité en tant que composant naturels, qui sont dégradables par les enzymes
digestives. Ce chapitre a décrit le potentiel d'ingénierie des bio polymeres dans
diverses application a 1'échelle micro / nanométrique pour la stabilisation des

principes actifs et leur libération de maniére contrdlée vers un site ciblé.
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CHAPITRE I Procédé D’encapsulation

Introduction

A travers ce chapitre, nous avons présenté les différents types et proceédés
d'encapsulation. En outre nous avons analysé et ¢tudié les différentes applications et
cela afin de faciliter notre étude

Compte tenu de cela, nous proposons les détails du travail dans le chapitre suivant.

I1.1. Généralités sur I’encapsulation
I1.1.1. Histoire de ’encapsulation

Toute technique confondue, I’encapsulation permet I’emprisonnement de principes
actifs sous formes solide, liquide ou gazeuse au sein d’un matériau support [53]. Le
papier autocopiant fut le premier produit commercial généré par 1’utilisation des
microcapsules, développé par Green et Schleicher dans les années 50.

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 [’encre. Sous I’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 [54].

Donc, il y a de nombreuses possibilités pour utiliser 1’encapsulation comme
technique d’obtention des produits a haute valeur ajoutée. La Figure II.1 nous
montre la répartition, en pourcentage, de I’utilisation de I’encapsulation dans
différents domaines d'application. Il est clair que le secteur qui a le plus haut niveau
des applications est celui des médicaments (68%), suivi du secteur alimentaire (13%)
et la cosmétique (8%). Par contre le secteur de I'électronique (ex : textile intelligent)

ne représente que 1% [55].
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39 2'1%

B Pharmaceutiques

W Agro-alimentaires

H Cosmétiques
Textiles

M Biomedical

B Agricultures

M Eléctronigues

Figurell.1 : Représentation schématique de la répartition de 1’utilisation de

I’encapsulation dans les différents domaines d’application [55].

I1.1.2. Intérét de ’encapsulation
Suivant les domaines et les applications, 1’encapsulation a pour but d’assurer la
protection, la compatibilit¢é et la stabilisation d’une matiére active dans une
formulation. Elle permet d’améliorer la présentation d’un produit ou encore de
masquer une odeur ou un goft.
Enfin, I’encapsulation peut modifier et controler le profil de libération d’une
substance active pour obtenir, par exemple, un effet prolongé ou déclenché [56] .
L'encapsulation a un bénéfice pour la modification des caractéristiques physiques
du produit original afin de [57] :
» Faciliter la manipulation
» Aider a séparer les composants du mélange qui réagirait autrement entre eux.
» Fournir une concentration adéquate et une dispersion uniforme d'un agent
actif.
D’une manicre générale, 1’encapsulation peut étre considérer comme un moyen qui
permet le piégeage d’un ou plusieurs objets au sein d’un matériau en vue de [58] :
» Son immobilisation
» Sa protection
> Le controle de sa libération

> Sa structuration et Sa fonctionnalisation
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I1.1.3.Définition de I’encapsulation

L’encapsulation est une technique qui consiste a piéger ou enrober une substance
ou un mélange de substances spécifiques a 1’aide de matériaux adaptés. Les
substances a encapsuler peuvent étre liquides, solides ou gazeuses. Ce sont souvent
des principes actifs sensibles ou instables a certains facteurs environnementaux ayant
une action ciblée (vectorisation), ou bien des substances dont on souhaite modifier
I’¢état (transformation d’un liquide en solide par exemple) [59] .
Dans le domaine d’encapsulation 2 types de particules peuvent étre obtenues selon
leurs tailles:

v Microparticules

v Nanoparticules
D’apres Benoit et al., (2013) ; la taille des microparticules est comprise entre 1pum
et 1000um, Thies, (1987) a réduit I’intervalle de définition des microparticules de
Ium a 500pm.
D’apres ces intervalles, toutes lesO particules qui représente un diametre inférieur

a 1um sont considérées comme des nanoparticules.

I1.1.4. Procédés d’encapsulation

Plusieurs méthodes peuvent éEtre utilisées pour favoriser I’encapsulation des
composés 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 [Defficacit¢é d’encapsulation, et devrait é&tre considéré
soigneusement [60].

Il existe plusieurs mani¢res de classer les procédés industriels d’encapsulation

suivant différents critéres [61] :

v L’utilisation ou non de solvant organique

v La nature du milieu dispersant : liquide, gazeux ou a I’état supercritique,
v L’utilisation de polyméres préformés, de lipides ou de monomeres

V' Le procédé utilisé pour réaliser la microencapsulation.
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Cette derniére mani¢re de classer les procédés industriels est la plus couramment
utilisée, donc on distingue 3 groupes de procédés [62] :

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

= Les procédés chimiques :
sont caractérisés par un déclenchement simultané de la synthése de la membrane (ou
de la matrice) et de I’encapsulation du principe actif. Les procédés chimiques
n’utilisent donc pas de matrices enrobantes préformées.

= Les procédés physico-chimiques :
sont dépendants : -1- de la solubilité des agentsenrobant sous I’effet de variations des
conditions physiques (température, pH, ajout d’un non solvant ou d’un polymere
incompatible...), -2- de changements d’état (fusion et solidification) des agents

enrobants [62].

a. Méthode de préparation

Incorporation de I'actif

Etat liquide (Solution, biphasique) Etat solide
Dispersion
Liquide dans l'air Liquide dans liquide Enrobage/agglomération
pril|i‘(\ émulﬁ\ Lit d’air fluidisé
nébulisation microémulsion

Stabilisation
P e 3 solidification
solidification  gélification coacervation x :
eévaporation
séchage polymérisation coalescence

Physicochimie Physique

Figure I1.2 : Méthode de préparation [63]
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b. Les différents procédés d’encapsulation

Fluide Coacervation o )
supercritigue simple ) Procédés physico-
Coacervation chimigues
com plexe
Extrusion . -
T éwvaporation
N, du solvant
Gélification | Les technigues '
de gouttes d'encapsulation

Gélification
thermigue

Congélation
de gouttes

Palycondensation
interfaciale
Mebulisation

polymérisation

Procddés
chimigques

Figure I1.3 : Les différents procédés d’encapsulation [64]

La figure I1.3 présente les différents procédés de microencapsulation appliqués
dansles laboratoires et a I’échelle industrielle ; la gamme de tailles des microparticules
obtenus sont class¢ dans le tableau II-1 avec les procédés expérimentaux de

fabrication des microparticules suivi des références.
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Tableau II.1 Les techniques des différents Procédés de Ila
microencapsulation.

Gamme de
Les procédés de la tailles de
Les techniques Références
microencapsulation microparticules
obtenues

Procédés physico- | Coacervation (simple |2 — 1200 um [65] [66]
Chimiques ou complexe)

Evaporation/extraction

-2

de solvant 0,5 =200 pum [67] [68]

Gélification thermique [69]
Procédés Polymérisation en 2 —2000 um [70]
chimiques milieu

Polymérisation

radicalaire ou

Anionique [71]
Procédés Procédé basé sur la 1 —200 um [72]
mécaniques technologie

fluide supercritique

Spray dryin

pray crymg 200 — 800 pm (73] [74]

Gélification ou 35— 5000 um

Congélation de [75]

gouttes

Enrobage en lit

fluidisé [76]

Extrusion >200 um [77]
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b.1. Procédés physico-chimiques

e Procédé basé sur la séparation de phase

La coacervation est le phénomene de désolvatation des macromolécules, conduisant a
une séparation de phases au sein d'une solution. A l'issue de la coacervation, deux
phases sont présentes dans le milieu :

» Le coacervat : riche en polymeére et pauvre en solvant.

» Le surnageant : pauvre en polymeére et riche en solvant.
Si, dans le méme temps, une matiere active est dispersée dans ce milieu, sous forme
de gouttelettes par exemple, le coacervat formé pourra I'encapsuler si les conditions

d'étalement des phases en présence sont respectées[64].

| Encapsslation

(myntdarries Iriphasicpues)

Encapsulation Encapsulatian Pas d'ancapaalation
o mpelete partielle

Figure I1.4 : Comportement d'un coacervat (3) vis-a-vis d’une phase liquide [78]

e Microencapsulation par coacervation complexe
La coacervation complexe est une désolvatation simultanée de deux polyélectrolytes
hydrosolubles portant des charges opposées en provoquant par une modification de
pH du milieu aqueux. En effet, la structure du coacervat est complexe puisqu'elle
comprend deux polymeres.
Le procédé de microencapsulation par coacervation complexe se déroule de la fagon

suivante (figure I1.5) :
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- Dans un premier temps, le produit & encapsuler (sous forme liquide ou solide) est
dispersé dans une solution aqueuse contenant les deux polymeéres (phase a).

- Dans un deuxi¢me temps, la coacervation est induite par un ajustement du pH de
la solution, de fagon que les charges positives du premier polymere équilibrent les
charges négatives du second (phase b). L'attraction électrostatique des deux
polyélectrolytes provoque l'apparition d'un coacervat mixte.

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

macromolécules constitutives du coacervat [78].

e T e B
- - . .|. q.":ﬁnT i
L L - : HE _'
- -..: f - I:.-“-. [ oo
- A0Sl AN gl oy
i & -
i, | I ® 0
oo :* = ki' = . -
] .- L oo '\.-%
® % er. o ©
L (5} -

Figure IL.5 : Schéma de principe du procédé de microencapsulation par

coacervation complexe [78]

La microencapsulation par coacervation complexe est largement utilisée dans de
nombreux secteurs industriels. Dans le milieu pharmaceutique, cette technique est
¢galement mise en ceuvre pour la microencapsulation de paraffine liquide, d'huiles

essentielles utilisées en aromathérapie.

e Microencapsulation par coacervation simple
La coacervation simple se rapporte aux procédés faisant intervenir la désolvatation
d'un seul polymere par l'un des facteurs suivants : abaissement de température,
addition d'un non solvant, addition d'électrolytes, addition d'un deuxiéme polymere

incompatible. Ce phénomene peut se dérouler en milieu aqueux ou organique. Les
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étapes du procédé sont en tous points identiques a celles décrites pour la coacervation
complexe. Les particules obtenues sont généralement des microcapsules. Toutefois,
dans certains cas, le procédé par coacervation simple permet d'obtenir des
microsphéres. C'est le cas lorsque la proportion de substance active est faible par
rapport au volume du coacervat.

La taille des microparticules obtenues ainsi que la teneur en matiére active sont

semblables a celles résultant du procédé par coacervation complexe [78] .

e Procédés d'évaporation et d'extraction de solvant :

La méthode de microencapsulation par évaporation de solvant repose sur
'évaporation de la phase interne d'une émulsion sous agitation. Les étapes sont
résumées comme suit:

Initialement, le matériau d'enrobage, généralement un polymeére hydrophobe, est
dissous dans un solvant organique volatil. La molécule active a encapsuler est alors
soit dissoute, soit dispersée dans la solution organique.

- La phase organique est émulsionnée sous agitation dans une phase aqueuse,
contenant un agent tensioactif.

- Une fois I'émulsion établie, le solvant organique diffuse progressivement dans la
phase continue sous agitation pour s'évaporer, laissant le polymere précipiter sous

forme de microspheres (figure I1.6 ) [64].
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Phase organigue {(H)

=ohant non miscoie

avesleau+ F'D-f:.-'ITErE
+ Tenslocact 1

Fhase aguausea e

interne (E4) Formation de 1a
premilére

EriurEl amulsion E,/H

e a.queuse"' Formation de
Externe (E.) j I'amulsion
E3u + Tenslocacti z_j double E.HE,

'l
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milcrepart lcules

Euapn ratien |:|u
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Figure I1.6 : Schéma de principe du procédé de micro encapsulation par

évaporation de solvant [64]

e Microencapsulation par gélification thermique
Ce procédé, encore appelé hot melt, 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 (Tf) de ’enrobage et pour laquelle la matieére 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 [78] . (figure

1.7)
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Figure I1.7 : Schéma de principe du procédé d’encapsulation par gélification

thermique [78]

e Procédé d'enrobage en lit fluidisé
Le procédé d'enrobage en lit fluidisé s'applique exclusivement a des maticres actives
constituées de particules solides (granulés, cristaux). Des matieres actives liquides
peuvent néanmoins €tre encapsulées apres absorption par des supports particulaires
poreux. Le procédé permet de réaliser un enrobage continu de particules qui conduit
donc a la production de microcapsules. Il comprend une séquence cyclique en trois
temps : [64]

» Fluidisation de la poudre de particules

» Pulvérisation du matériau enrobant sur les particules

» Séchage et filmification de I'enrobage

b.2. Procédés mécaniques

e Procédé de nébulisation/séchage

Le procédé de nébulisation/séchage 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 :
- Soit d'une solution de matiére active et de matériau enrobant ;

- Soit d'une dispersion de particules solides de matiére active dans une solution ou
une émulsion de matériau enrobant ;
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- Soit encore d'une émulsion de mati€re active dans une solution de matériau
enrobant.

Ce procédé comprend les quatre étapes séquentielles suivantes :
a. Nébulisation de la formulation liquide initiale pour former un aérosol ;

b. Mise en contact de l'aérosol avec un flux d'air, port¢ a une température
contrdlée

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

d. Séparation de la poudre de microparticules et de l'air contenant le solvant
vaporisé [64] .

Eunporatioes |
du solv ot
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Tinntiskettey

] » ]
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., . “ » » tla malsrinu |

[ peat g
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clane la Farticuls .
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A B edinliced

Figure I1.8 : Formation d'un film d'enrobage par spraycoating sur des particules

solides [64]

b.3. Procédés chimiques
e Polycondensation interraciale

La polycondensation interfaciale est un procédé qui permet de préparer in situ une
membrane polymere a la surface de gouttelettes d'émulsion, grace a une réaction
chimique entre deux monomeres bien choisis, la réaction se déroulant a l'interface
entre la phase dispersée et la phase dispersante. La méthode s'applique a des solutions
de matieres actives, aussi bien organiques qu'aqueuses, ou a des maticres actives
liquides. Cette méthode sera décrite en détail dans la suite de cette partie de these .Le

principe de ce procédé est schématisé sur la figure I1.9 .
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Figure I1.9: Mécanisme de la polycondensation interfaciale

[79]

La taille des microcapsules obtenues par polycondensation interfaciale est
comprise entre environ 0,5 um et 100 pum selon la taille initiale des gouttelettes

d'émulsion [79] .

b.4. Autres procédés chimiques

Les autres procédés chimiques de microencapsulation sont des procédés basés sur
la polymérisation radicalaire ou anionique en milieu dispersé. Il s'agit des procédés de
polymérisation en: Emulsion, Microsuspension, Dispersion, Miniémulsion,
Microémulsion.

Les particules obtenues présentent des tailles comprises entre quelques dizaines de
nanometres et quelques dizaines de micrometres, et sont le plus souvent de type
matriciel (nanosphéres ou microspheres).

Les deux procédés utilisés dans ce travail sont la microencapsulation par

évaporation de solvant et la polycondensation interfaciale [64].

I1.1.5. Apercu sur d'autres méthodes d'encapsulation
La nanotechnologie fait appel a plusieurs autres méthodes d'encapsulation tels que:
» Le déplacement de solvant ou « la nanoprécipitation » ou seuls les
principes actifs liposolubles peuvent étre encapsulés avec une efficacité
d’encapsulation satisfaisante, mais cette méthode ne permet pas I’obtention de

microparticules [80] [81].
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» La désolvatation ou « Salting-out » permet ’obtention de nanoparticules
mono-dispersées avec une taille qui peut étre ajustée en modulant les
paramétres de préparation. Cependant, I’inconvénient de cette méthode est
I’utilisation de fortes concentrations de sels, exigeant plusieurs étapes de
purification minutieuse [81] [82].

» L’émulsion-diffusion dont les avantages sont: [’utilisation de solvants
organiques acceptables pour la voie parentérale, et qui sont présents en tres
faibles quantités dans la préparation finale, D’efficacité d’encapsulation
relativement élevée, la reproductibilité et la possibilité de la transposition
d’échelle. Cependant, cette méthode présente les inconvénients suivants:

-L’utilisation de grands volumes d’eau, qui doivent étre éliminés a la fin de la
préparation.

- L’instabilité éventuelle des principes actifs dans la phase organique saturée en eau
dans les premicres étapes de la préparation,;

» Les Méthodes de préparation par polymérisation qui permettent 1’obtention
de nanoparticules et de microparticules en ajustant les parametres de la
préparation [83, 84, 85].

» La polymérisation en émulsion au cours de laquelle on assiste a la formation
de nucléos stables, qui deviennent le lieu principal de la polymérisation par
adsorption de nouveaux oligomeres et monomeres du milieu, pour donner
naissance a des particules polymériques. Les particules croissent jusqu’a la
consommation totale du monomere.

» La polymérisation en dispersion: lorsque les oligoméres atteignent une taille
critique, ils se précipitent pour former des particules primaires stabilisées par
les molécules du tensioactif non ionique ajoutées au milieu aqueux. Enfin, ces
particules fusionnent pour former des "nanoparticules".

» La polymérisation en microémulsion-inverse « polymérisation
micellaire»: Les oligomeres formés conduisent a la formation de
nanoparticules de faible taille.

» La polymérisation interfaciale qui repose sur I'encapsulation de substances
liquides. La combinaison de I’émulsification spontanée a la polymérisation

interfaciale permet d’obtenir des nanocapsules [86].
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I1.1.6. Efficacité d’encapsulation :

L'efficacité d'encapsulation d’un principe actif dépend de son affinité¢ vers le
polymeére constitutif des particules. Ceci est li¢ a la structure du polymeére, son poids
moléculaire et aux interactions principe actif-polymeére [87]. La plupart des polymeres
employés dans la préparation des micro- et nanoparticules sont hydrophobes, par
conséquent, les principes actifs liposolubles sont plus facilement encapsulés que les
principes actifs hydrosolubles. Toutefois, le taux d’encapsulation des principes
hydrosolubles peut étre optimisé par différents moyens : le choix du procédé de
préparation, 1’optimisation du pH de la phase aqueuse, 'utilisation des additifs [88].
La détermination de I’efficacité d’encapsulation nécessite au préalable la purification
des particules par filtration, ultracentrifugation ou lavage afin d’¢éliminer la fraction
non encapsulée du principe actif. Une fois, la purification est effectuée, 1’efficacité
d’encapsulation peut alors étre calculée, aprés dosage du principe actif piégé a
I’intérieur du vecteur ou adsorbé a sa surface, comme étant le pourcentage de la
quantité dosée par rapport a la quantité¢ théorique utilisée dans la formulation. La
détermination de I’efficacité d’encapsulation peut étre réalisée d’une manicre
indirecte par le dosage de la fraction non encapsulée du principe actif qui sera déduite

de la quantité totale incorporée dans la préparation.

I1.1.7. Procédés d’encapsulation

Il existe de nombreuses classifications des technologies de microencapsulation
[89]. Elles peuvent étre basées sur la nature du solvant utilisé, le colt énergétique ou
encore les applications industrielles. Une des classifications les plus courantes
consiste a diviser ces technologies selon la nature du procédé mis en jeu (Tableau
I1.2). En raison de leur utilisation pour ce projet, le séchage par atomisation et
I’encapsulation par gélification ionotropique seront détaillés de facon plus
approfondie. D’autres procédés de microencapsulation couramment utilisés pour
I’encapsulation de matieres actives hydrophobes seront ensuite décrits de fagon plus

succincte.
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Tableau I1.2 : Classification des procédés de micro encapsulation [89]

Procédés physico-chimiques Procédés physico-mécaniques Procédés chimigues

Coacervation {simple ou Sechage par atomisation (spray- Polymensation interfaciale
complexe) drying)

Polymérisation en milien
Evaporation/extraction de solvant Lyophilisation (freeze-drying) disperse

Solidification thermique Enrobage en lit fluidisé

Gelification de gouttes {Co) Extrusion

Utilisation de fluides supercritiques
Déposition couche par couche

Déposition par disque rotatif

I1.1.8. Le couple principe actif/polymére

L’affinité entre le principe actif et le polymeére posséde un certain impact sur
I’efficacité¢ de 1’encapsulation; fait dG par exemple a I'hydrophobocité du polymere
matrice, sa cristallinié... [90,91]. Ce phénoméene d’affinité entre le principe actif et la
matrice d’enrobage peut aussi étre expliqué par le fait que lorsque la masse molaire du
polymére diminue, le nombre de fonctions terminales de type acide carboxylique par
exemple augmente [92], ce qui engendre la possibilit¢ de formation de liaisons
«hydrogene » avec le principe actif et cela peut permettre d’améliorer I’affinité entre
ce couple et d’augmenter ainsi le taux d’encapsulation. D’autre part, certains travaux
ont évoqué I’influence du rapport principe actif/polymere sur 1’efficacité de
I’encapsulation [93,94] et ont montré qu’une augmentation du rapport actif/polymere
est favorable a un taux encapsulation plus €élevé jusqu’a un certain seuil. De ce fait, il
a été démontré que la quantité d’actif qu’il est possible d’encapsuler au sein d’une
microparticule est limitée. Ceci peut étre expliqué par le fait que la quantité de
polymere est insuffisante pour couvrir entierement tout le principe actif qui se
retrouve en surface et qui peut donc se dissoudre ou se disperser au sein de la phase
aqueuse externe, en laissant parfois un état de surface trou¢[95,96,97,98,99]. De plus,
une quantité en actif trop importante augmente les risques de perte a cause de 1’espace
limité disponible a I’intérieur des microspheéres notamment aprés le rétrécissement

résultant de 1’évaporation du solvant [100]. Dans tous les cas et quel que soit I’affinité
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du principe actif et du polymeére concernés, il existe un taux maximal d’encapsulation
pour un couple polymére/actif donné au-dela duquel le principe actif va se solubiliser

dans la phase aqueuse ou former des cristaux [101].

I1.1.9. La Fraction de phase organique/aqueuse

La littérature propose différentes théories quant a 1’influence du rapport volumique
entre la phase organique et la phase aqueuse externe sur la taille des microparticules.
En effet, il n’y a aucune influence sur la taille des particules formées pour un rapport
de la fraction de phase dispersée /phase aqueuse de 1/5 a 1/25[102]. D’autres travaux
montrent qu’en gardant tout autre parametre constant, une diminution du volume de la
phase aqueuse par rapport a celui de la phase organique résulte en une diminution des
tailles de particules obtenues [103]. De méme, il a été démontré qu’une augmentation
du rapport de la fraction de phase organique par rapport a la phase aqueuse externe de
1/100 a 1/10 a pour conséquence une diminution de la taille des particules de 75um a
40um [104]. D'une part les études empiriques ont montré que la solidification des
gouttelettes d’émulsion est rapide avec des émulsions diluées.

D’une autre part, lorsque les rapports de fraction phase organique/phase aqueuse
sont égaux a 1/100 et 1/200, le solvant contenu dans les gouttelettes de phase
organique diminue rapidement jusqu’a atteindre10% de sa concentration initiale en 40
secondes [105]. Ce résultat peut étre expliqué par un transfert rapide de masse de
solvant, provoqué par des conditions Sink plus favorables (volume en phase aqueuse
externe plus important). Ainsi, un séchage rapide va provoquer une distribution plus
homogene en actif au sein des microparticules qui ne seront pas en contact prolongé
avec la phase aqueuse externe. Par ailleurs, ce fait a également pour conséquence
I’obtention d’une concentration résiduelle en solvant au sein des microparticules plus
importante jusqu’a 76 fois en diminuant par 10 le rapport entre les fractions phase
organique/aqueuse. Le Tableau I1.3 résume I’'impact des conditions chimiques sur les

propriétés des microspheres.
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Tableau I1.3 : impact des conditions chimiques sur les propriétés des microspheres

[100]

Marphologie
de surface

Augmentation | Constellée de
oS rous
Augmentation du diminution &
rappon partir e 1/1
actif | polymére diminution & | Sphérique et
partir de 1/% relativement
hise
Augmentation du Lisse avec
caractére hydrophile diminution | quelques trous
de I'actif

Lisse,
Augmentation de |3 particules sous
VISCOSIte de [ phate | Augmentation forme

organigue individuelles
Ou agrégées

Augmentation e la
concentration de diminytion Gamunytion
tensioactif
Augmentation oe la
fraction de phase diminution
diperide/ phase
sQueuse
Demunution oé 1a
$olubilité dé sohvant diminution Sphérigue
pu sein de la phase
JQUEUSE EXTEMe
Diminution du volume
¢ J0hvant du i ot | Augmentation
la phase organique

Conclusion

Ce chapitre est prédéfinit de telle maniére connaitre les différentes procedes de
I’encapsulation et facilite le choix de l’opération qu’on va choisi, le meilleur
procedes selon la disponibilité de nos matériels et le genre de notre molécules
biologique.
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Partie Expérimentale :

Partie I :
Matériels, Méthodes & Stratégie de Travail

Introduction :

Cette partie expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de biochimie de la
faculté de science de la nature et de la vie ( université des fréres mentouri —
Constantine 1) dans le cadre de formulation des microparticules de la vitamine D
encapsulées par un complexe polyélectrolyte (PEC) entre deux polyméres tel que le
xanthane modifi€ et le kappa-carraghénane ; les différentes formulations obtenues ont
¢té caractérisées par une analyse FTIR, I’aspect macroscopique, le degré de
gonflement, [’analyse microscopique, I’étude de la taille des particules et le taux

d’encapsulation.

Ce présent chapitre est aussi consacré a la présentation des différents produits

chimiques utilisés, les modes opératoires suivis et la préparation des microparticules.

II1.2. Matériel :
II1.2.1. Expient

- Gomme Xanthane modifié

La gomme xanthane utilis¢ dans cette étude a été modifié par une réaction de
désacétylation de telle maniére elle est cationique a un degré de désacétylation de

96% et elle été fourni par I’encadreur du travail.

Figure II1.1 : Poudre de la Gomme Xanthane
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- Kappa-Carragennane

Le Kappa-Carragennane utilisé dans cette étude a été¢ fourni gracieusement par le

groupe de recherche de Blida

Figure II1.2 : Poudre de Kappa-Carragennane

- Vitamine D
La vitamine D utilis¢ dans ce présent travail est acheté aupres de la pharmacie sous

le nom VitD3 (Cholécalciférol), (200 000Ul/1ml) c’est solution injectable IM et

buvable sous forme des ampoules de 1ml.
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Figure I11.3 : Vitamine D3 ou cholécalciférol

I11.3. Réactifs
Les réactifs utilisés lors de cette étude sont de grade analytique, conservés a 1’abri

de la chaleur et de la lumiére.

Les produits chimiques utilisés dans cette étude sont classés dans le Tableau I11.1.
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Tableau III.1 : Réactifs, solvants et produits chimiques

Produit Formule Masse Fournisseur
chimique Molaire
(g.mol')

Vitamine D Vit D3 384,64
Kappa carraghénane C24H3602582-2 | 788.647
Xanthane C35H49029 933, 7462
polyéthylene glycol C2nH4n+20n+1 | 44,052 6 Sigma —Aldrich
glycérol C3H803 92,09382 | Merck (Switzerland)
chlorure de calcium CaCl2 110,98 Sigma —Aldrich
Chlorure de sodium NaCl 58.44 Merck (Switzerland)
Chlorure d’aluminium AICI3 133.34 Sigma —Aldrich
Ethanol C2H50H 46.07 Sigma —Aldrich
Eau distillée H,O

II1.2.3. Appareillage :

» Balance analytique de précision de 10°mg, de marque Adventurer Pro OHAUS
(China),

= Agitateur avec plaques chauffantes en céramique, et minuterie de marque VELP
Scientifica AREC.T

=  pH-meétre de marque JENWAY 3505 pH Meter (UK),

=  Microscope : L’examen microscopique était réalisé a I’aide d’un microscope

optique (Olympus) qui permet un agrandissement jusqu'a 1000 fois.

= Béchers, Spatule, Micropipette, Papier filtre, Boite de pétrie,...etc
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Figure 111.4 : Balance analytique Figure IILS : Agitateur magnétique

Figure II1.6 : pH-métre Figure II1.7 : photo microscope

- Spectrophotométre d’absorption a transformée de fourrier (FTIR), Bruker
(Germany).

Figure I1I1.8 : Spectrophotométre d’absorption a transformée de fourrier
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- Spectrophotométre  ultraviolet-visible ou  spectrométrie  ultraviolet-

visible Bruker (Germany). Shimadzu uv-1280

Figure II1.9 : Spectrophotometre UV-visible

I11.3.1. Préparation des microparticules par encapsulation et gélification externe
La formulation des microparticules mis en objet de cette étude nécessite en premier

lieu une préparation d’'une émulsion de type H/E (huile dans eau).

e Préparation des émulsions H/E

La préparation des émulsions de type H/E fait partie de la préparation d’une phase
aqueuse contenant le complexe polyelectrolyte choisi (xanthane modifié-kappa-
carragennane / eau) avec différent rapport de concentrations et une phase huileuse
contenant la VitD3 dispersée dans un mélange de solvant organique
(Glycérol/ethylene glycol), La phase huileuse a un aspect liquide huileux, incolore,
transparent, dégageant une faible odeur lors d’échauffement.

La préparation de 1I’émulsion primaire H/E se fait selon le protocole suivant :

1. La phase aqueuse contenant le PEC a différents concentration dispersé dans

I’eau distillé a été chaufté jusqu'a une température de 70-75°C en utilisant un

bain marie pour assurer une bonne solubilité des biopolymeres,
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De méme, la phase huileuse contenant la VitD3 et le mélange
(Glycérol/ethyléne glycol) a été chauffg,

Une fois les deux phases sont refroidis, la phase huileuse a été incorporée peu a
peu et sous agitation dans la phase aqueuse en utilisant un agitateur a une
vitesse d’ordre 700 tr/min,

Cette étape a €té suivi par une agitation a 1’aide d’un homogénéiseur pour une

meilleure distribution a une vitesse d’agitation superieur.

Préparation des particules gélifiées

Apres une bonne distribution de la phase huileuse dans la phase aqueuse,

5.

7.
8.
9.

des bains de gélification utilisés de NaCl, CaCl,, et AICl; ont été préparées a
une concentration de 5% et refroidis.

A Tlaide des micropipettes on verse I’émulsion préparée apres le
refroidissement goute a goute dans les bains de gélification pour prendre un
aspect des microparticules gélifiées.

Filtrer les particules formulées

Rincer avec de I’eau distillée 3fois

Présenter dans des boites pétries.

Les différentes étapes utilisées dans la formulation des microparticules sont

présentés dans la représentation schématique du protocole
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incorporation de la phase ¢

huileuse dans la phase
aqueuse

la phase agueuse
contenant

(xanthane . .
modifié kappa- dispersion des

caragénane) guutelettes homugenisatinn
d'huile chargé de et stabilité de

['émulsion

+ la VitD3 au sein
du résean de PEC

particules

la phase huileuse encapsulees
contenant VitD3 - . . -
(Glycéroliethylin rincage 3 'aide de 'eau distilé
e glyeol)

al'aide d'une micropipette

gélification dans NaCl, CaCl2, AICI3

Figure II1.10 : Représentation schématique du protocole étudié

Caractérisation des émulsions :
v' Aspect macroscopique de la phase dispersée a différents rapport de
concentration
Pour cette étude on a travaillé sur 5 concentrations a savoir le PEC choisi

% La premiére Formulation : xanthane modifié a 0% et kappa carragenane a 100%

Figure I11.11 : KC100%
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% La deuxiéme Formulation : xanthane modifié¢ a4 100% et kappa carragenane a 0%

Figure I11.12 : Une solution de couleur jaune, aspect liquide

% La troisiéme Formulation : xanthane modifié a 50% et kappa carragenane a 50%

Figure I11.13 : Une solution de couleur jaune a jaune pale, aspect gélifiant et de

consistance moyenne

% La Quatri¢éme Formulation : xanthane modifié a 25% et kappa carragenane a 75%
Dans ce cas, la solution est de couleur jaune pale, aspect visqueux et de consistance
¢levée

%l La Cinqui¢me Formulation : xanthane modifié a 75% et kappa carragenane a 25%

Dans ce cas, la solution est de couleur jaune, aspect moins visqueux et de consistance
faible.
v Aspect microscopique

L’examen microscopique a été réalisé a I’aide d’un microscope optique avec un

agrandissement de 1000 fois. Pour une meilleure dispersion de 1’échantillon ;
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I’émulsion a été placée entre une lame et lamelle. Cet examen est suivi d’une
microphotographie.
L’examen microscopique des émulsions primaires montre la dispersion des globules

de la phase huileuse dans la phase aqueuse.

» Méthodes de Caractérisation des microparticules

La formulation des microparticules de VitD3 encapsulée par un complexe
polyelectrolyte « PEC » de xanthane modifié/kappa-carragenane ont une forme

sphérique

Figure II1.14 : Formation des particules

1. Détermination Taux de Gonflement

Les taux de gonflement sont déterminés en utilisant la méthode gravimétrique
similaire a celle reportée par Efentakis et Vlachou [106]. Les particules sont pesés

(mi), ensuite plongés dans un bécher contenant une quantité d’eau distillé a 37+0,5°C.
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Le gonflement est déterminé, en pesant (m;), & un certain temps déterminé, les
particules se trouvant a I’intérieur, en les retirant, posés sur du papier absorbant pour
enlever I’excés de liquide. L’expérience est répétée pour chaque formulation a
différentes concentration.

Le pourcentage d’eau absorbé, ou le degré de gonflement dii au volume du liquide
pénétré a I’intérieur du réseau polymérique a chaque prélévement est donné par la

formule [107][109].

Taux gonflement (%) = (m’;n;m‘)x 100 [108]

2

2. Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR)

La caractérisation des a été évaluée au moyen de la réponse de la liaison infrarouge
(FT-IR). [110]

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) est une technique
utile pour identifier la structure chimique d'une substance. Il est bas¢ sur le principe
que les composants de base d’une substance, c’est-a-dire les liaisons chimiques,
peuvent généralement étre excités et absorber la lumicre infrarouge a des fréquences
typiques des types de liaisons chimiques. Le spectre d'absorption IR résultant

représente une empreinte digitale de 1'échantillon mesuré. [111]

3. Détermination de la quantité d’agent actif encapsulé

La quantit¢ d’agent actif contenu dans les microparticules formuleés a été
déterminée par la technique d’extraction dans un solvant adéquat. Compte tenu de la
polydispersité de ces microparticules, on a effectué¢ les extractions. Aprés un temps
suffisant pour la solubilisation et le transfert du principe actif vers le solvant, la
solution obtenue est analysée par spectrophotométriec UV-Vis afin de déterminer la
masse d’agent actif extrait des microparticules. [112]

Le principe actif a été extrait par 1’éthanol absolu comme solvant; une masse
D’environ 0,1g de microspheres est introduite dans "v" mL d’éthanol absolu dans un
erlenmayer bouché hermétiquement et sous agitation pendant 24 heures
La solution récupérée est dosée apres une dilution appropriée avec I“éthanol absolu

par UV-Vis a Amax = 300 nm
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La teneur en principe actif est calculé par 1’équation:

m,
Teneur %= (—*=""2x100)
m

uparticule

4. Détermination de la taille des microparticules :

Les particules formulées ont une forme sphérique, de telle manicre que la taille
est représentée par un diametre moyen. La littérature fait apparaitre plusieurs types de
diametres calculés de différentes manicres selon les techniques utilisées. Dans ce
travail et pour caractériser la taille des microparticules, on a utilisé¢ le diametre moyen
de 20 particules de chaque formulation. On fait appelle au Diamétre moyen en
nombre qui est calculé a partir du dénombrement des particules de méme diametre ; il

est défini mathématiquement par [112] :

Enjfﬂ.

2N,
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Partie II :

Reésultats & discussions
Introduction

L’ étude expérimentale consiste en :
1.La préparation des émulsions primaire de type H/E
2.La caractérisation physico-chimique des émulsions formulées (aspect
macroscopique et microscopique).
3.La formulation des microparticules en utilisant le procédé d’encapsulation
4.La caractérisation des microparticules obtenues (la taille des particules, le taux

de gonflement, le taux d’encapsulation et la spectroscopie en FTIR)

Caractérisation des émulsions :

v/ Aspect macroscopique

Les différentes émulsions préparées sont homogene et ne présente aucun phénomene

d’instabilité (séparation de phase) ,ont été caractérisés par un aspect macroscopique a

I’ceil nu apres 24h de leurs préparation et on constate les propriétés suivantes:

% La premiére Formulation : Une solution de couleur jaune pale, aspect trés
visqueux

% La deuxi¢éme Formulation : Une solution de couleur jaune, aspect liquide

% La troisi¢tme Formulation : Une solution de couleur jaune a jaune pale, aspect

gélifiant et de consistance moyenne

% La Quatri¢eme Formulation : Dans ce cas, la solution est de couleur jaune pale,

aspect visqueux et de consistance élevée

% La Cinqui¢me Formulation : Dans ce cas, la solution est de couleur jaune, aspect

moins visqueux et de consistance faible.

v' Aspect microscopique :
L’examen microscopique des émulsions primaires montre la dispersion des
globules huileux contenant la VitD3 dans la phase aqueuse,
Les différents micrographes obtenus pour chaque formulation ont été présentés sur

la figure II1.15
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Figure II1.15 : Vues microscopiques des émulsions primaries

D’apres les résultats microscopiques, on trouve que la dispersion varie selon la
proportion de la concentration en polymeéres dans la phase aqueuse. Plus la quantité de
kappa-carraghénane augmente, plus la dispersion est plus fine, ce qui donne une
émulsion rigide et stable.

La nature du polymere utilisé possede un impact significatif sur I’efficacité
d’encapsulation expliqué de différentes manicres selon la littérature [113], [114,115].
La concentration en polymeére ainsi que sa masse molaire sont aussi deux parametres
qui affectent énormément le taux d’encapsulation. En effet, I’augmentation de la
viscosité est engendrée par une ¢lévation de la masse ou de la masse molaire du
polymére utilisé restreint la migration du principe actif au sein de la phase aqueuse
externe [116] due a une précipitation plus rapide du polymeére dans les gouttelettes ce
qui résulte en un taux d’encapsulation plus élevé [113,117].

La viscosit¢ de la phase dispersée peut donc étre augmentée soit par une
augmentation de la concentration du polymere soit par 1’utilisation d’un polymere de
masse moléculaire plus ¢élevée [118]. Il a été prouvé théoriquement et confirmé
expérimentalement [119, 116, 120] qu’une augmentation de la masse molaire du
polymere, & volume de solvant fixé, engendre une phase plus visqueuse, favorisant

une augmentation de la taille des microparticules obtenues.
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» Caractérisation des microparticules

Les différentes microparticules obtenues sont présentés dans Figure I11.16 :

100% KC /0 % XGm 75 % KC /25 % XGm

Figure I11.16 : les microparticules formulées

» Taux de Gonflement :

L’étude du gonflement nous a permet d’établir la cinétique de pénétration du
milieu de dissolution dans les particules. Cette étude permet d’établir son taux

d’absorption et son augmentation du volume au cours du temps en utilisant I’équation

[120]:

(mg )

i

Taux gonflement (%) = x 100

Ou m; : est la masse des particules a 1’état initial (au temps t=0)
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m, : est la masse des capsules a I’état gonflé (au temps t)

L’aspect des particules a 1’état initial et a 1’état gonflé est représenté dans la figure

III.17 pour la formulation 3 « xanthane modifi¢ a 50% et kappa carragenane a 50% »

«ay» «b»

Figure I11.17 : aspect des particules : « a » état initial ; « b » état gonflé

L’¢tude de gonflement nous a permis de montrer que plus la quantité en polymere
kappa-carraghénane augmente plus le degré de gonflement augmente, on trouve un
degré de gonflement égale a 14,77% pour la formulation (xanthane modifié¢ a 75% et
kappa carragenane a 25%) ; tandis que la formulation en xanthane modifié¢ a 50% et
kappa carragenane a 50% présente un degré de gonflement égale a 37,15% , en
revanche, on trouve le degré de gonflement égale a 59,26% pour la formulation

xanthane modifié a 25% et kappa carragenane a 75% .

» Identification de I’agent encapsulé par Spectroscopie FTIR :

Les spectres infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR) des échantillons XG
modifié, de kappa-carraghénane et de vitD3 ont été déterminés a l'aide d'un
spectrophotométre FT-IR (Bruker, Germany), avec une résolution de 4 cm™. La

gamme de spectres électromagnétiques varie entre 400 et 4000 cm™.
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Figure II1.18 : spectres FTIR du xanthane modifié

Le spectre de XG modifié montre des pics autour de 3300, 2900 et 800-1100 cm™
qui sont communes a tous les polysaccharides représentent des liaisons OH, des

liaisons CH de groupes CH; et des saccharides, respectivement
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Figure III.19 : spectres IR de Kappa-Carraghénane
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Le carraghénane présente de larges et fortes bandes d’absorption, caractéristiques
de tous les polysaccharides, dans le secteur des 3424 cm™ dii aux élongations des
groupements O-H. Les bandes d’absorption comprises entre 1220 a 1260 cm™
révélent un faible taux de sulfatation pour notre polysaccharide, par contre les
intensités observées entre 928 4 933 cm’™ traduisent une teneur assez considérable de

3,6- anhydrogalactose.

Cholecalciferol

Infrared Spectrum
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Figure II1.20 : spectres IR de la VitD3

L'é¢tude comparative des spectres IR des produits de départ : xanthane modifie,
kappa-carraghénane, VitD3 et des microparticules formulées, permet d’assurer la

présence effective de 1'agent actif dans les microparticules.

Taux D’encapsulation :

Les mesures sont effectuées a 1’aide d’un appareil UV-Vis. A une longueur d’onde
fixe, propre a chaque principe actif dans le milieu d'étude ou bien on utilisant la
méthode de dosage d’une substance active, Ce dosage fournit la valeur de la fraction
massique du composé qui demeure en phase interne a 1’instant de mesure, par rapport
a la masse théoriquement encapsulée [121] .

Dans ce cas le rendement d’encapsulation est donné par la formule suivante :
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Rendement = (Ty - T1) / Ty
Avec:
Ty : La quantité de P.A initiale placé dans la phase interne.
T,: La quantité de P.A présente dans la phase externe apreés formulation de

microparticules. [122].

Les résultats permettant de déterminer le taux d’encapsulation indiquent un
taux d’encapsulation plus au moins important allant de 51% pour la formulation
(xanthane modifi¢ a 75% et kappa carragenane a 25%) ; tandis que la formulation
en xanthane modifi¢ a 50% et kappa carragenane a 50% présente un taux de
67,1% , en revanche, on le taux d’encapsulation égale a 71,4% pour la

formulation xanthane modifi¢ a 25% et kappa carragenane a 75% .

Taille des particules

Une granulométrie plus visible est observée avec des différents diamétres de
globules formés. La taille des différents globules est relativement grande a cause de la

consistance de I’émulsion (Figure I11.21).

Figure III.21 : Taille des particules

Les résultats déterminant la taille des particules des différentes formulations

obtenues sont d’ordre 2 a 3 mm.
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Conclusion:

Dans la premiére partie de ce chapitre, nous avons pu présenter les différents
matériels et réactifs utilisées ainsi la stratégie de travail par présentation des différents

protocoles expérimentaux.
Par la suite les différentes formulations obtenues ont été caractérisés par différents

techniques d’analyses physicochimiques, ou les résultats sont discutés.
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Conclusion Générale

Conclusion Générale

Ce travail de recherche avait pour objectif principal d’étudier I’encapsulation de la
VitD3 par un systéme de complexe polyélectrolyte (PEC) a différentes concentrations
tel que le xanthane modifi¢ et le kappa-carraghénane. Les différentes formulations
¢laborées ont €té caractérisées par une €tude de leurs aspects macroscopique, le degré
de gonflement, I’analyse microscopique, 1I’é¢tude de la taille des particules, le taux

d’encapsulation et une analyse FTIR.

Les résultats de 1’aspect macroscopique montrent que toutes les formulations
ont influencé par la concentration du polymere ainsi sa masse molaire et de son tour
sur la taille des microparticules. Les micrographes microscopiques décrit une bonne
dispersion de I’émulsion varie selon la concentration en polymeres dans la phase
aqueuse : Plus la quantité de kappa-carraghénane augmente (formulation a 100% en
kappa-carraghénane ou bien la formulation a 75% kappa-carraghénane et 25% en
xanthane modifi¢), plus la dispersion est fine, on parle donc d’une émulsion rigide et
stable.

L’¢tude de gonflement nous a permis de montrer que plus la quantité en
polymeére kappa-carraghénane augmente plus le degré de gonflement augmente. De
méme, la spectroscopie infarrouge FTIR, a mis en évidence la présence effective de
l'agent actif dans les microparticules. En dernier, le taux d’encapsulation le plus
important soit égale a 71,4% correspond a la formulation xanthane modifié et kappa
carraghénane (25/75).

Comme perspectives de ce travail, on peut exploiter un plan d’expérience doté
par une modélisation de différentes concentrations avec d’autres complexes

polyélectrolytes ou bien des biopolymeres pour d’autres agents actifs.
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