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Introduction Générale

Introduction Générale

La galénique est la science et I’art de conserver et de présenter un médicament,
de la maniére la plus adaptée a leur mode d’administration, avec la garantie d’un dosage
précis, d’une stabilité satisfaisante et d’une utilisation simple permettant I’observance d’un
traitement. Le nom de la pharmacie galénique provient de 1’expérience accumulée des grands
scientifiques créateurs tels que *’ Claude Galien >’ (Claudius Galenus, 131-201 ap. J.C.)
médecin Grec de 1I’Antiquité qui est considéré comme le pére de la pharmacie galénique,
“ Al-Razi <’ (865-925 ap. J.C.), ou encore °’ Ibn Sina >’ (Avicenne, 980-1037 ap. J.C.), qui

avaient rédigé de nombreux ouvrages sur les remédes [1].

Des chercheurs dans la spécialité ont noté que la forme galénique pouvait avoir un
impact non négligeable sur 1’absorption et la mise a disposition du médicament dans
I’organisme. Cela a permis de concevoir les premiéres formes a libération prolongée de
médicaments et a conduit, grice a I’apport des sciences physico-chimiques et a la
compréhension des processus de diffusion, au développement de nouveaux systemes
thérapeutiques dits “’a libération controlée des médicaments’’. Si une vitesse de libération
constante permet de maintenir un taux suffisant dans le sang pour induire D’activité
pharmacologique sans dépasser les seuils de concentration responsables de la toxicité, la
réussite technologique supréme est d’obtenir une libération de médicament au site d’action
“’a la carte’’, en fonction des variations de certains paramétres biologiques. De plus, ces
formes galéniques permettent de réduire le nombre de doses administrées et permettent ainsi

> la compliance *’ du patient.

L'objectif de l'industrie pharmaceutique est I'amélioration des propriétés des
médicaments produits. Il est a noter que le développement et la création de nouvelles
préparations médicamenteuses, dependent de plusieurs parametres y compris les propriétés du
principe actif. Cette molécule doit - par conséquent- conserver ses propriétes thérapeutiques

pendant la cascade : depuis la mise du point jusqu' a la cible.

La microencapsulation est une technologie largement utilisee depuis de

nombreuses annees dans de plusieurs domaines industriels et scientifiques. Elle est classée
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parmi les préparations pharmaceutiques importantes des grandes firmes de production des

médicaments.

Ainsi, la vectorisation des médicaments est aujourd’hui un axe important de
recherche dans le domaine pharmaceutique. Il s’agit donc de transporter des molécules

biologiquement actives jusqu’a leur cible biologique.

Cette connaissance accrue permettrait de bien maitriser les procédés de synthese
et d’améliorer la qualité des produits. La microencapsulation connait actuellement un grand
développement pour la préparation des supports ‘’vecteurs’’ des médicaments. Il existe
actuellement plusieurs méthodes d’encapsulation. On citera la microencapsulation par
simple/double émulsion-évaporation de solvant qui permet 1’élaboration de systémes

microparticulaires de type ‘> Microspheére .

Le but précis de cette thése de doctorat est de préparer différentes formulations
Microsphéres a base des 3 principes actifs modeles suivants: la 2-aminobenzothiazole
(2-ABZT), la 2-aminopyrimidine (2-AP) et l'acide p-aminobenzoique (PABA) et d’étudier
leur libération a partir des différents systéemes obtenus selon les modéles de Higushi, de
Korsmeyer-Peppas et d’Hixon-Crowel [2,3].

COOCH
N ~N
S—NH, L
S N "NH» NH,
2-ABZT 2-AP PABA

Le compte rendu de ces recherches sera présenté dans ce manuscrit en six

chapitres :

e Le chapitre 1 est consacré aux rappels bibliographiques sur les principaux
procédés d’encapsulation de principes actifs utilisés pour le contrle de leur

libération.

e Le deuxieme chapitre comporte un rappel sur les principes actifs étudiés au

cours de ce travail.
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e Dans le chapitre trois, nous présentons la partie expérimentale de synthése des
bases de SCHIFF. Dans ce cas, les deux principes actifs 2-ABZT et 2-AP sont fixés
sur un site styrénique donnant les deux bases de Schiff IM1 et M. :

S\*“ﬁ@yH

N-4-vinylbenzylidéne, 2-aminobenzothiazole IM;.
(\\\N
Y
N N—C
H

N-4-vinylbenzylidéne, 2-aminopyrimidine 1Mo.

Cette partie est suivie par une étude expérimentale du procédé de la microencapsulation
par simple ou double émulsion évaporation de solvant afin d’étudier les paramétres
influencant la préparation des microparticules que nous proposons. L’objectif principal
de ce travail est d’élaborer différentes formulations Microsphéres chargées de la
2-aminobenzothiazole (2-ABZT), de la 2-aminopyrimidine (2-AP), des monoméres
supports 1Mz et IM2 par le procédé de microencapsulation par simple/double-émulsion
évaporation de solvant avec des caracteristiques définies. Ainsi, les Microsphéres
attendues doivent obéir a un certain nombre de criteres notamment la sphéricité, la
surface, la porosité et la vitesse de libération du principe actif encapsulé. Les résultats
sont présentés séparément pour chacun des principes actifs étudiés. Les systémes
microparticulaires obtenus sont ensuite caractérisés par IR, Microscopie Optique MO et
Microscopie electronique a balayage MEB.

Pour chaque méthode de synthese adoptée, les conditions et les paramétres de
préparation étudiés sont donnés et leurs effets sur les caractéristiques des Microsphéres

obtenues sont discutés.
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e Le quatrieme chapitre est consacré a la microencapsulation de PABA.

L’objectif de cette étude est 1’¢laboration de nouveaux systémes Microspheres charges
de PABA par la méthode de simple émulsion-évaporation de solvant en variant certains
parameétres du procédé afin d’assurer une libération prolongée. Ces formulations sont
caractérisees par différentes techniques a savoir la Microscopie Electronique a Balayage
(MEB), Spectroscopie Infrarouge IR, DSC et DRX.

Le cinquiéme chapitre est consacré a 1’étude détaillée de la libération des principes
actifs (2-ABZTH* et 2-APH*) a partir des Microspheres préparées et les modeles de
transfert de matiére. Nous discutons enfin les résultats de la libération et des

diffusivités des principes actif a partir des Microsphéres étudiées.

Le sixieme chapitre est consacré a la libération de PABAH™ a partir des Microspheres
obtenues et la modélisation mathématique des cinétiques. Les résultats de la libération

et les diffusivités calculées a partir des Microsphéres de PABA étudiées sont discutés.

Une conclusion générale s’appuiera sur les principaux résultats obtenus et décrira les

perspectives d'avenir basées sur 1’étude expérimentale du procédé d’encapsulation.



CHAPITRE I
RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES




Rappels bibliographiques sur les systémes a libération contrélée, sphéroides et formes vectorisées

I. RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

INTRODUCTION:

Au cours des quarante dernieres annees, le souci principal de la pharmacie, était de
mettre au point des formes galéniques formulées pour prolonger la libération d'un agent

thérapeutique tout en diminuant le nombre de prises [4].

Une part de ces efforts a été consacrée a la recherche de formes permettant d'obtenir
une libération et une action rapides; la majeure partie I'a été a la conception de systemes
permettant de prolonger, sur la base d'un ralentissement de la libération de la substance
active, la durée d'action des médicaments [5,6]. Ces formes pharmaceutiques impliquent
une libération soutenue. Le terme "libération controlée™ a été constamment utilisé pour

décrire, prédire et reproduire la cinétique de libération d'un principe actif (PA).

Les sphéroides et les formes vecteurs sont de nouveaux systemes particulaires de
délivrance de médicaments, sphériques et de taille variable allant de 10 nm a 1 mm
pouvant, de par leur taille et leur structure, améliorer I’administration des principes actifs.
Ces systemes permettent de diminuer le nombre de prises, de limiter les effets secondaires
éventuels et d'améliorer le confort des patients [7-9]. Ils consistent a transporter un principe
actif vers la cible a atteindre, en gardant des taux sanguins efficaces, sans déborder vers les
concentrations inefficaces ou toxiques, au moyen d’un vecteur soluble ou insoluble dans
I’eau [10-13], inactif du point de vue thérapeutique. De nombreux systémes a vocation
thérapeutique sont, a ce jour, formulés pour provoquer une cinétique contrélée de

libération d’un principe actif.

Le principe actif associé sera principalement libéré par diffusion et/ou dégradation
du matériau support, de facon contrélée et prédéterminée par les propriétés physico-
chimiques des particules et par leur procédé de fabrication. Aprés un apercu des
caractéristiques géneérales de ces systéemes de delivrance particulaires, ce chapitre se
propose de décrire I’ensemble des technologies existantes permettant leur préparation ainsi

que de définir les avantages et les limites de chaque procédé de préparation.

I.1. Les formes galéniques de délivrance des médicaments
I.1.1. Généralités

Les premiéres études concernaient surtout les formes galéniques sphériques ou

les flux de matiéres (eau et principe actif libéré) sont de type radial et sont régis par
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la premiére loi de Fick qui permet de relier le flux de matiére transféré au gradient
de concentration [12-14]. Lorsque les formes galéniques ont des formes différentes de
la spheére, les calculs des transferts sont plus complexes.

Diverses expressions ont été proposées pour désigner les formes galéniques
permettant d'accroitre la durée d'action des entités médicamenteuses [15,16]: forme a

libération soutenue, contrblée, différée, ralentie, programmée, prolongée, etc.

1.1.2. Intéréts de la formulation pharmaceutique :

C’est la mise au point d’un produit optimisé a partir d’une molécule thérapeutique
efficace et dotée de propriétés physico-chimiques et/ou physiologiques optimales. La
formulation permet d’optimiser son efficacité tout en réduisant les effets secondaires.

Parmi les avantages du concept de formulation :

e Choix de la voie d’administration la plus économique.

Contrdle de la libération du principe actif (PA).

Diminuer la fréquence des prises.

Amélioration de 1’observance et de la biodisponibilité.

1.1.3. Les limites de I’écart thérapeutique d’un médicament

“ ALL DRUGS ARE POISONS, THE BENEFIT DEPENDS ON THE DOSAGE”’

[PHILIPPUS THEOPHRASTRUS BOMBASTUS PARACELSUS].

Pour atteindre 1’effet thérapeutique recherché, le principe actif doit parvenir a des
concentrations plasmatiques dans une zone thérapeutique correspondant aux concentrations
données [17,18] :

- La limite inférieure representant la concentration minimale efficace pour éviter
une inefficacité ou une activité insuffisante.
- La limite supérieure représentant la concentration maximale toxique a

partir de laquelle existe le risque d’effets indésirables voire de toxicité.

1.1.4. Notions de biopharmacie, pharmacocinetique et pharmacodynamique

La phase biopharmaceutique d’un médicament précéde 1’adsorption du principe actif
a travers les membranes biologiques (muqueuse gastro-intestinale par exemple) qui permet
a celui-ci de pénétrer dans la circulation systemique aprés passage dans le foie. La phase

biopharmaceutique constitue la mise a disposition de principe actif par I’organisme.


http://www.thefreedictionary.com/Philippus+Aureolus+Paracelsus
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Figure 1. Représentation schématique des divers aspects de la mise en disposition (phase
biopharmaceutique) et du devenir d’un principe actif dans 1’organisme (phase
pharmacocinétique) et de la réponse pharmacologique (phase pharmaco-dynamique).

Elle comprend une étape de libération, qui a généralement lieu par désagrégation de la
forme solide en particules de petite taille, suivie d’une étape de dissolution, qui consiste en
une dispersion d’un principe actif a 1’état moléculaire en milieu aqueux, au site
d’absorption. Le temps de désagrégation constitue 1'un des essais a effectuer apres la

fabrication de comprimés ou de capsules (Figure 1).

1.2. Classification des formes galéniques selon le mode de libération :

La majorité des formes pharmaceutiques orales se présentent sous forme de
comprimés ou de gelules et peuvent étre caracterisées par deux types de libération :

immédiate ou modifiée.
1.2.1. Forme galénique a libération immédiate :

Les formes a libération immédiate doivent étre capables de libérer le ou les
principes actifs dans le tractus digestif, sans délai ni prolongation de sa dissolution ou de

son absorption. En outre, il est spécifié qu’une forme a libération immédiate doit pouvoir

9
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libérer au moins 85% du principe actif incorporé durant I’heure [19]. Un systeme a
libération immédiate implique une constante de vitesse de libération supérieure a la
constante de vitesse d’absorption [20] (Figure 2). Parfois, ce type de forme nécessite des

prises repétées de médicament a intervalle régulier tout au long de la journée.

Particules ¢ Molécules
Flcf"f‘e de principe de principe Principe
Galénique actif / actif actif resorbé

Libération k, Absorption k, B

Figure 2. Représentation schématique de la cinétique de libération d’un principe actif PA
incorporé dans une forme pharmaceutique — ki : constante de libération ; kq : constante de
dissolution; ka : constante de vitesse d’absorption ; ke : constante d’élimination.

1.2.2. Forme galénique a libération modifiée

La forme a libération modifiée est une préparation ou la libération de la (ou des)
substance(s) active(s) a fait I'objet, quant a sa vitesse et/ou son lieu, d'une modification
délibérée résultant d'une formulation particuliére et/ou d'un procédé de fabrication spécial,

et est donc différente de la forme a libération conventionnelle.

En accord avec la Pharmacopée Européenne [21], on définit les comprimés a
libération modifiée comme étant des « comprimeés, enrobés ou non, qui sont préparés avec
des excipients spéeciaux, ou par des procédés particuliers, visant a modifier la vitesse, le

lieu et le moment de la libération des substances actives».
Les formes a libération modifiée comprennent les formes a libération contrblée, a

libération prolongée et a libération retardee (Figure 3) [22].

1.2.2.1. Forme a libération controlée ou accélérée

Une forme pharmaceutique a libération contrdlée peut étre définie comme étant un

systéeme capable de délivrer une substance active au niveau d’une cible fixée, a une

10
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vitesse et pendant une durée prévue pour obtenir 1’effet thérapeutique désiré [23]. Elle
contrdle la vitesse de libération du PA afin d’obtenir des taux plasmatiques constants
compris dans la fenétre thérapeutique pendant une période de temps déterminée [24] et
présente donc une cinétique de libération d’ordre zéro [21-27].

Les comprimés a libération accélérée sont formulés de fagcon a obtenir un temps de
désagrégation court, ils comprennent les comprimés effervescents, orodispersibles et
sublinguales. Le profil de libération contrdlée correspond au cas du profil idéal recherché.
Le processus de libération étant beaucoup plus basé sur des phénomenes physiques
constants [28,29].

Zone de toxiciteé
potentielle

Lone
thérapeutique

Concentration plasmatique

Temps

¢ Forme conventionelle

L = & *— : Forme i libération soutenue

n|
|

Forme a libération répétée

[

T o T : Forme a libération prolongée

(L]

Forme a libération retardée

Figure 3. Exemples de profils pharmacocinétiques obtenus a partir des différentes formes
a libération modifiée.
Les avantages de la libération contrélée sont nombreux :

e Laréduction des prises journalicres et I’amélioration de 1’observance du traitement,
e Diminution des effets secondaires indésirables par suppression des pics

plasmatiques et donc 1’accroissement du confort du malade.

11



Les systéemes a libération contrélée, sphéroides et formes vectorisées

A cbté de ces avantages, il ne faut cependant pas négliger de considérer certains
inconvénients :

e Risque d’accumulation de principe actif si la vitesse d’élimination est lente.

e Difficult¢ d’interrompre le traitement rapidement en cas d’intoxication grave ou

d’intolérance.

1.2.2.2. Forme a libération retardée ou différée

Ces formes galéniques sont destinées a libérer le principe actif a un moment
différent par rapport a une forme conventionnelle. Ce sont par exemple les comprimés
gastrorésistants, formulés de fagon a résister aux sucs gastriques puis a se désagréger dans
I’intestin. Les systemes a libération retardée présentent un temps de latence entre

I’administration de la forme pharmaceutique et la libération du principe actif [25].

Aprés administration orale du médicament, le PA est libéré lentement et
progressivement tout le long du tractus digestif sur une durée de plusieurs heures. La
cinétique de libération ne peut d’ailleurs étre altérée et doit étre immédiate une fois le
processus enclenché [24] (Figure 4). Un cas particulier de libération retardée concerne la

libération ciblée. Le PA est alors libéré uniqguement au niveau des tissus ciblé [20] — ex.

Capsule gélatincuse contenant des
A centaines de minigranules enrobées

Microganules enrobées o®e
d’une membrane polymére / @ e Pores *  pa
/'_“\\ t  Excipient
= \/ .\ == Enrobage
Suces digestifs - ,L,*f +*+’\"l/' —> Diffusion PA
[ ( +ﬁi At

Pénétration H,0 '\ e et ¥/ f Dissolution et
& lintérieur de la P .=/ O diffusion du PA. au
© minigranule ~. ' fravers des pores formés

Figure 4. Exemple de la libération retardée d’un principe actif (PA) [24].

formes coloniques [23].

1.2.2.3. Forme a libération prolongée ou progressive

La libération prolongée d’un principe actif PA est celle pour laquelle la dose
unitaire totale est retenue au sein d’un systeme contr6lant la vitesse de libération. La
rétention du PA peut étre faite par son inclusion dans un excipient insoluble dans les
liquides de I’organisme qui forme ainsi une matrice a partir de laquelle le PA sera libére

lentement.
12
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Ce type de systéme libere le principe actif de facon prolongée dans le temps selon
une cinétique déterminée [30]. La vitesse de libération du principe actif peut simplement
étre prolongée par la présence d’un enrobage.

Le terme “libération soutenue™ a été constamment utilisé pour décrire les formes
pharmaceutiques formulées pour prolonger la libération d'un agent thérapeutique. D'autre
part, le terme "libération contr6lée™ implique une prédiction et reproductibilité de la
cinétique de libération d'un principe actif [4].

Leur fréquence d’administration s’en trouvant réduite, les systémes a libération
prolongée apportent un réel avantage par rapport aux formes conventionnelles. Des prises
quotidiennes répétées réduisent la compliance du patient, augmentant le risque d’erreur et
donc de toxicité [24].

1.3. Systémes de délivrance de médicaments :

La pharmacie galénique, a été progressivement « pénétrée » par les progrés des
sciences fondamentales d’abord physico-chimiques, puis biologiques.
Cette évolution, par le biais des concepts de la biopharmacie a apporté une nouvelle
dimension a la pharmacie galénique. La définition qui convient pour désigner ces
nouveaux systemes thérapeutique est celle de « systemes de délivrance des médicaments »
représenté par le sigle SDM qui provient de I’expression anglo-saxon « Drug Delivery
Systems » représenté par le sigle DDS [31].

Ces systemes ont pour but d’améliorer le rapport effet thérapeutique / effet

indésirable ; cette amélioration thérapeutique peut étre augmentée par :

» la protection du principe actif lui-méme qui peut étre sensible a plusieurs

facteurs comme : la lumiére, la température etc...

» la transformation de ’aspect physique de la substance active afin de masquer
son odeur, d’améliorer son gott...

> I’obtention d’une sélectivité de transport et le contrdle et / ou la modification

de la libération dans un milieu donné.

1.3.1. Classification des systemes de delivrance de médicaments
1.3.1.1. Systemes réservoirs (systemes enrobés)

Les systémes réservoirs remontent a I'application en pharmacie du phénomeéne de la

coacervation et de la microencapsulation.

13
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Un systeme réservoir est constitué d’un noyau de principe actif enrobé par une membrane
polymere (film de polymere gonflant ou non gonflant) qui agit comme une barriére a
travers laquelle a lieu la libération du principe actif contr6lée par le mécanisme de
diffusion. La libération peut étre modulée par la modification de la structure de la
membrane polymérique. Généralement, La géométrie de ce type de systeme est sphérique,
cylindrique ou sous forme d’un disque. Le mécanisme qui régit la libération de I’agent
actif a travers la membrane est souvent de nature dissolution-diffusion. La libération
commence par la dissolution du principe actif a I’intérieur du noyau a cause de la
pénétration du solvant dans le systéme, suivie par la diffusion du principe actif.
La vitesse de libération dépend des concentrations du principe actif contenu a 1’intérieur et
a D’extérieur du réservoir, de 1’épaisseur de la membrane, de la nature du polymére, de la
diffusivité du principe actif a travers le polymeére et de la dureté du polymere.

Cependant, un systéme réservoir peut fournir une libération constante (cinétique de
libération d’ordre zéro) ce qui est un avantage appréciable [32].

Un désavantage ici est que s’il arrive une rupture de la membrane, on observe une
brusque augmentation de la libération du PA cause souvent des « éclatements » ce qui peut

entrainer de graves consequences pour le patient (cas de surdosage (over-dose)) [33].

1.3.1.2. Systemes matriciels

Le terme « matrice » a été attribué a T. Higuchi [34,35] qui, selon Chandrasekaran
et al [36], aurait été l'inventeur de cette forme médicamenteuse en 1963 en faisant
référence a une revue antérieure de Lazarus et Cooper [16].

En réalité, selon P. Buri [37], il semble que le terme « matrice » ait été utilisé pour
la premiere fois, en 1959, par Wiegand et Taylor [38] pour désigner un systeme décrit
I'année précédente, par Campbell et Theiwagt [39].

Dans un systeme matriciel, le médicament est dispersé d’une fagon uniforme dans

un support matriciel [40] (Figure 5).

-
ol

% .0
f
')

-

Figure 5. Schématisation d’un systéme matriciel.
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La libération du principe actif se fait par sa dissolution a I’intérieur de la matrice
polymére suivie par sa diffusion [41]. La vitesse de dissolution du principe actif est
influencée par la vitesse de pénétration de 1’eau a travers la matrice. Les particules du
médicament presentes a la surface des comprimés sont dissoutes en premier.

Cependant, la vitesse de libération du principe actif diminue avec le temps, car la
distance parcourue par les molécules du principe actif dissous pour atteindre 1’extéricur du
comprimé augmente. La diminution de la quantité libérée est proportionnelle a la racine
carrée du temps. Toutefois, cette cinétique de libération est seulement observée pour la

libération de 50-60% de la quantité totale du médicament [32].

Les systemes matriciels sont les plus utilisés parmi les nombreuses formes

pharmaceutiques utilisées pour la libération contrdlée car ils sont [42] :

- les plus simples a produire par compression directe avec faible codt.
- les plus surs a cause de la dispersion du principe actif dans une matrice
continue et unique de polymere.

- ils évitent le risque du dumping de dose par dommage a la membrane [43].

I.4. Choix de la matrice polymérique

Les matériaux polymeéres ont été largement utilisés pour modifier la libération des
principes actifs a partir des formes pharmaceutiques solides comme les comprimés
matriciels a libération contrdlée ou prolongée. Les polymeéres utilisés dans les matrices
peuvent étre ioniques ou non ioniques, donc insensibles au changement du pH du milieu

biologique. On donne quelques polymeres utilisés dans ce domaine [44-46] :

e Polymeres naturels et biodégradables : ce sont des polymeres a base de protéines et de
polysaccharides (albumine, cellulose...).
e Polymeres Synthétiques et biodégradables : comme les polyesters.

e Polymeres synthétiques non-dégradables : Poly (éthyléne-co-vinyl acétate).

Les formes galéniques et les Microspheres (systéme monolithique) préparées dans
cette étude sont composees de principe actif pur, monomeéres ou copolymeéres supports
d’agent actif dispersé dans différents matrices afin d’étudier 1’effet de la matrice sur la
modification de la libération. Pour cela, les matrices suivantes ont été testées dans ce

travail ;
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1.4.1. Ethylcellulose (EC)

Les deérives cellulosiques présentent certaines propriétés nécessaires qui permettent
de protéger le principe actif en utilisant la méthode de la « Microencapsulation par
évaporation de solvant ». En particulier, ces polymeéres sont solubles dans un solvant
organique (dont la température d’ébullition est inférieure a celle de 1’eau), tout en étant
hydrophobes.

L'éthylcellulose est un dérivé de la cellulose dans lequel une partie des groupes
hydroxyles des unités glucosiques ont été convertis en groupes éthoxyliques (Figure 6).
Elle est fabriquée a partir de cellulose végeétale (généralement issue de bois ou de coton).
Elle est pratiqguement insoluble dans I'eau. Elle est utilisée comme additif alimentaire sous
le numéro E462, typiquement en tant qu'émulsifiant, agent d'enrobage ou épaississant. Ses
spécifications précisent que 44 a 50 % de ses groupes hydroxyles sont éthoxylés.

L’éthylcellulose a été choisie pour ce travail comme polymere d’encapsulation

biocompatible, approuvé par la FDA (USA) pour 1’application pharmaceutique [47].

RO OR' ]
OR n

R=H ou CHQCH_g
Figure 6. Structure de I’Ethylcellulose (EC).

1.4.2. Acetate butyrate de cellulose (CAB)

Dans ce travail, il a été fait le choix de favoriser aussi I’utilisation de 1’acétate
butyrate de cellulose (CAB) (Figure 7). Ce polymére est utilisé couramment en tant que
matrice polymeére. L’ajout des fonctions acétate et butyrate permet entre autre de
solubiliser la cellulose dans divers solvants organiques. Le CAB utilisé provient de chez
Sigma-Aldrich et est composé de 13% d’acétyle, de 37% de butyryle et de 1,8%
d’hydroxyle (en masse).

Figure 7. Structure de I’acétate butyrate de cellulose (CAB).
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I.5. Libération du principe actif dans les systemes matriciels
1.5.1. Processus de libération

Plusieurs phénomeénes peuvent étre utilisés pour contréler de maniere efficace les

cinétiques de libération :

e Pénétration de I’eau dans la matrice du fait des gradients de concentration.
e Dissolution des cristaux et des agrégats polymorphes du principe actif PA.
e Dissolution des excipients.
e Diffusion des ions/molécules de PA et/ou des excipients dissous du fait du gradient
de concentration.
e Gonflement et/ou dissolution du polymére.
Le controle de la libération de principe actif a partir de comprimés matriciels polymériques

nécessite trois types de processus de transport de masse (Figure 8).

Diffusion ®

Gonflement [

Dissolution r‘_—zg _ CH

——

Figure 8. Processus de transport de masse.

a. Processus diffusionnels :

Trois especes peuvent diffuser : I’eau dans le comprimé, le principe actif hors du systeme

et les molécules de polymere désenchevétrées dans le milieu de libération.

b. Gonflement du polymere :

Les conséquences du gonflement du polymere sont :
e [’augmentation des chemins de diffusion pour le principe actif engendre la
diminution de la vitesse de libération.
e [’augmentation de la mobilité des macromolécules : mobilité des molécules/ions
PA incorpores et I’apparition d’un « front de gonflement » qui sépare la partie non

gonflée (mobilité réduite)/partie gonflée (mobilité accrue), il en résulte une
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augmentation de la vitesse de libération. La diffusion du principe actif est limitée
dans la partie séche (non gonflée) (Figure 9).

Matrice gonflée Matrice non-gonflée
Milieu de . Uniquement principe  Principe actif dissous
libération actif dissous et non-dissous |

<

p
|

(a) Front (b) Front (c) Front

d'érosion de diffusion de gonflement

Figure 9. La mobilité des macromolécules.

c. Dissolution du polymeére

En fonction des propriétés des polymeres, la dissolution est plus ou moins rapide, la
diminution des chemins de diffusion engendre 1’augmentation de la vitesse de libération

des principes actifs (PA).

1.5.2. Cinétiques de libération

Le systeme idéal voudrait que 1’on obtienne une cinétique de libération d’ordre zéro
(Figure 10). Or ce n’est pratiquement jamais le cas car les conditions de diffusion varient
généralement au cours du temps avec D’apparition des phénomenes d’érosion, de
gonflement ou la création de canaux engendrés par la dissolution progressive du principe
actif a I’intérieur de la matrice ou a la surface de I’enrobage [41].

Lorsque la quantit¢é de 1’agent actif diffusant a travers la matrice est directement
proportionnelle au gradient de concentration, la libération est régie par un ordre 1. Si la
diffusion devient indépendante du gradient de concentration, la cinétique peut évoluer vers

un ordre O.

\

Lorsqu’apparaissent les phénomenes de relaxation liés a 1’érosion et/ou au
démantélement des chaines de polymere, la libération est régie par une loi exponentielle
non-Fickienne [24,48]. Dans certains cas, la libération initiale ne suit jamais une cinétique
d’ordre 1.

Comme montré sur la Figure 11, il arrive qu’une importante quantité de principe

actif soit libérée dés que la forme entre en contact avec le liquide de dissolution [24].
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Ordre zéro Premier ordre
% (PA) ! % (PA) -
’ Pid
/ 7/
/ /
/ d /
P /
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a b
Temps (*) Temps ®)

Figure 10. Cinétiques de libération d’ordre 0 (a) et d’ordre 1 (b) aprés administration

orale d’une forme a libération prolongeée.

Cette importante libération initiale est alors suivie d’une diffusion prolongée du principe
actif. Ce phénoméne s’appelle le « burst effect ». Se produisant essentiellement en
présence des formes matricielles, il peut étre a ’origine d’un échec lors du développement

d’une forme a libération prolongée.

libérée

Burst e¢ffect

Quantité de PA

Lag time

Temps

Figure 11. Représentations graphiques du « Burst effect » et du « Lag time », délai de

libération.

Les causes provoquant un « burst effect » peuvent étre attribuées a de nombreux

phénomeénes physicochimiques :

- Conditions de fabrication : le principe actif peut se concentrer en surface lors de la

fabrication ou du stockage de la forme matricielle.
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- Manque de cohésion de la matrice : force de compression trop faible, teneur en agent
liant insuffisante ;
- Hétérogénéité de la matrice : un « burst effect » peut apparaitre si des pores ou des

fissures apparaissent a I’intérieur et/ou en surface de la matrice lors de la fabrication.

1.6. Rappel théorique

Notre travail a porté sur la réalisation de systémes matriciels sous forme de
Microspheres. Dans ce type de systémes, la libération est souvent contrdlée par une étape
d’ordre diffusionnel suivant les lois fondamentales de Fick portant sur la diffusion de la
matiere.

Aprés I’étude expérimentale, nous avons pu modéliser nos résultats expérimentaux par des
modeles qui utilisent les solutions analytiques ou numériques décrites par Cranck [14] et
permettent de calculer aisément les diffusivités.

Pour cela, et quel que soit le cas, il est nécessaire de faire un rappel théorique des lois de
Fick. Ce modéle nous a permis de calculer et d’évaluer les différents coefficients de

diffusion des principes actifs étudiés.

1.6.1. Traitement mathématique de diffusion selon Fick

Selon Fick, la diffusion de la matiére dans un milieu isotrope est basée sur
I’hypothése que le flux de matiére est proportionnel au gradient de concentration.

La premiére loi de Fick est alors annoncée comme suit :
ac
o= —D.S5S.— 1
O 1)

@ : est le flux de matiére diffusante, C : la concentration de la matiére diffusante, X : la
distance de transfert normale a la section considérée, S : la surface totale de transfert et D :

le coefficient de diffusion (Diffusivité). La densité de flux Js est donnée par 1’équation

suivante :
ac
= —D.— 2
Js P, )

La deuxiéme loi de Fick relie la vitesse de diffusion au gradient de concentration :

ocC 0 ocC
Frimliem (D a) (3)
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1.6.1.1. Modéle de diffusion dans une sphére pleine de rayon R :

Selon Fick, la diffusion de la matiére dans un milieu isotrope est basée sur I’hypothése que
le flux de matiére est proportionnel au gradient de concentration en fonction de temps.
Dans le cas particulier d’une diffusion radiale (sphére) et si Dest la constante de
diffusion et r’ est la distance au centre de la sphére ; I’équation (3a) pour la symétrie

sphérique est alors énoncée comme suit :

ac 1 0 aoCc
_—— —_—— D ,r,IZ —) 0< '« R 3b
ot ri2 d9rr ( ors r (30)

a. Coefficient de diffusion ’ D"’ :

Pour la résolution des équations de Fick, Cranck [14] a proposé des solutions

analytiques en tenant compte de :

e La constante de diffusion.
e La concentration uniforme dans la sphere at = 0.
e Le transfert radial.

e La concentration d’équilibre est atteinte a la surface dés I’instant initial.

En tenant compte des conditions initiales suivantes :

t=0 0< r' <R C=Co Co = C initiale
t>0 0< r'<R C =A(t, ')
r =R C=Cx Co = C aréquilibre

OU : R est le rayon de la sphére et r": la distance au centre de la forme galénique (abscisse
radiale de 0 a R).

La solution de I’équation (deuxiéme loi de Fick) donnant le profil des concentrations est :

-G _ z( " Dn2n?t ,

La concentration au centre est donnée par :

Quand " -0
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C—C, 1Hi(—n" Dn?n?t :
Coo - CO B : n exp RZ ( )
n=

Les quantités totales des matieres diffusées sont exprimées par 1’équation suivante :

m, 6 1 Dn’m?t
Tl ) e\ T (6)

Avec ! m¢. la masse d’agent actif transférée au temps t.

Mo : la masse d’agent actif transférée a 1’équilibre.

b. Calcul de la diffusivité D pour les temps courts :

La diffusion dans les temps courts, si « mi/ m. < 10% », est exprimée par :

m; Dt —y nR 3Dt
m—m=6<ﬁ) . +221€7‘fC—t - (7)

RZ
L’équation (7) est encore simplifiée au premier terme dans les temps les plus courts de

1/2

la cinétique :

m; Dt
Mo =6 TR?2 ®)

Cette équation simplifiée permet de déterminer le coefficient de diffusion (D). Il est alors

calculé & partir de la tangente obtenue en tracant la droite m¢/m.. = f(v/t ):

D, = Rz(tg a)? 9)

36

c. Calcul de la diffusivité D pour les temps longs :

Pour les temps longs de la libération, le calcul de D revient a 1’équation 6. Lorsque t est

grand, le premier terme de la série devient prépondérant, on aura alors :

m, 6 Dt
—=1—7_[—exp - (10)

Cette équation est simplifieée comme suit :
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m, Dt 6
Ln(l——>= - +In — (11)

Le coefficient de diffusion est calculé a partir de la pente P obtenue du tracé de

Ln [1- (m¢/m)] = f (t) & des valeurs de m¢/m., > 60 % :

P— (12)

1.6.1.2. Application du modele de diffusion de Fick aux Microsphéres

La diffusion de Fick est une caractéristique des systemes étudiés car elle décrit la
mobilité du principe actif dans une matrice a une température fixe et dans un milieu de
libération donné. La diffusion dépend alors de la structure de la matrice et de la taille des
microparticules (le diametre moyen). Les coefficients de diffusion sont calculés avec le
rayon moyen des Microspheres.

Il est a noter que la matrice des microparticules peut présenter une certaine porosité
ou tortuosité. Dans ce cas, si le modéle de diffusion de Fick est valable, les diffusivités
calculées sont des coefficients efficaces. lls représentent a la fois, la diffusion dans les
pores et dans la matrice :

e Diffusion dans les pores : transfert du principe actif dans le milieu d’étude liquide
présent dans le réseau des canules ou pores.
e Diffusion par solubilisation : transfert du principe actif solubilisé dans la matrice a

travers les segments des chaines polymérique.

Selon la structure du polymére et la nature du principe actif, I’'un ou 1’autre des
deux mécanismes predomine. On peut aussi préciser le cas ou les Microsphéres peuvent
présenter des défauts qui peuvent étre a l’origine des anomalies rencontrées lors de

I’interprétation du mécanisme de libération :

- Ces systemes peuvent avoir une distribution en taille large. Par conséquent, il

y aura des grosses particules qui contiennent plus d’agent actif et qui le liberent
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moins vite et de petites particules qui contiennent a I’inverse moins d’agent actif et
qui le libérent plus rapidement.

- Ces systemes peuvent contenir des particules non sphériques avec des distorsions.
Ils peuvent étre aussi de structure non uniforme ou le principe actif n’est pas
distribué uniformément dans le systétme matriciel. Le profil de libération peut
facilement changer dans ce cas.

Pour calculer les différents coefficients de diffusion nous avons appliqué les

modeles développés ci-dessus.

1.6.2. Modélisation des cinétiques de relargage du principe actif selon les

équations de Higuchi, de Korsmeyer-Peppas et de Hixon-Crowel

Les modéles mathématiques utilisés pour décrire la libération des principes actifs
ne sont pas toujours précis et sont des approximations de la libération réelle, car les
parametres changent durant la libération; par exemple, le gonflement de la matrice cause
un changement dans la porosité et la tortuosité, tout comme la distance de diffusion du PA
change avec le gonflement et 1’érosion de la matrice.

Les modeles mathématiques les plus utilisés par les pharmaciens pour décrire la libération
des principes actifs des systémes matriciels sont ceux de Higuchi et Peppas [2,3,49-57].

1.6.2.1. Modéle d’Higuchi :

Higuchi a développé des modeéles décrivant la libération des principes actifs
solubles et peu solubles incorporés dans des matrices solides.
L’€équation ci-dessous résume le modele d’Higuchi et elle est connue comme le modele
simplifi¢ d’Higuchi. Selon lui, la libération de médicament dépend de la racine carrée du
temps en obéissant a la loi de Fick qui décrit la diffusion. Cette approche est utilisée pour
plusieurs formes pharmaceutiques dont les matrices contiennent des principes actifs
solubles [2,34,35,50,51].

Qi=kn t¥? (13)

Q:t : quantité de médicament libéré au temps t. kn : constante de libération d’Higuchi.
C’est un modele qui permet de calculer la constante de libération d’Higuchi et de comparer

la vitesse de libération du principe actif a partir des formulations étudiees.
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1.6.2.2. Modéle de Korsmeyer-Peppas:

En 1983, Korsmeyer et al [3] donnent une relation simple qui décrit la libération
du médicament a partir d'une équation du systeme polymere. Ce modele permet d’attribuer
aux cinétiques de libération le type de diffusion sur la base de la valeur de I’exposant n
selon 1’équation suivante :

Mt /Mo = Kk-p t" (14)

m¢ /m., : fraction de médicament libérée au temps t.
Kke : constante de vitesse de libération.

n : exposant de libération.

Dans ce modeéle, la valeur de n caractérise le mécanisme de libération du
médicament a partir de systémes de type ’Microsphéres‘’ (Tableau 1) [51, 57].
Pour le cas de comprimés cylindriques, les valeurs de n donnant le type de mécanisme de
libération du médicament a partir de ces systémes sont citées [52-56] :

Tableau 1. Mécanismes de libération par diffusion a partir des Microspheres;
n —I’exposant de libération de modele “’Korsmeyer-Peppas’’.

n Mécanisme de transport de I’agent actif
n <043 Cas I: Diffusion Fickienne
0,43 <n< 0,89 Transport non-Fickian (érosion et diffusion)
n=0,89 Cas Il de transport (Relaxation)
n>0,89 Super Cas Il de transport (relaxation)

1.6.2.3. Modéle de Hixon-Crowel:

Hixson et Crowell (1931) [2,51] donnent une relation simple qui montre que la
surface reguliere des particules est proportionnelle a la racine cubique de son volume. Ce
modele permet d’attribuer aux cinétiques de libération des systemes ou il y a un
changement dans la surface et le diamétre des particules ou des comprimés, selon

I’équation suivante :

Wol — W8 = kyc. t (15)

Wo: fraction initiale de médicament dans la forme galénique.
W fraction de médicament libérée au temps t.

ky-c : constante de vitesse de libération <’Hixon-Crowel’’.
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I.7. Introduction aux techniques
de microencapsulation

Introduction

A la fin des années cinquante, la technique de microencapsulation a donné
naissance a de nombreux produits pharmaceutiques (médicaments analgésiques a libération
prolongée), ainsi que pour d’autres domaines d’application (produits commerciaux :
cremes cosmétiques, les colles et les cristaux liquides...). En fait, le principe de la
microencapsulation est trés ancien, car, si la biochimie est un principe fondateur de la vie,
rien n’aurait été possible sans 1’existence des membranes permettant le confinement des
molécules vitales au sein des cellules (microcapsule) mais aussi des organites
(mitochondries par exemple, microcapsule dans une microcapsule) [58].

Il est possible de trouver de nombreuses définitions, généralement orientées vers
les besoins d’une spécialitt. Comme une définition relativement générale, la
microencapsulation est une méthode de piégeage d’un composé (solide, liquide ou gazeux)

au sein d’une membrane en vue de sa protection et du contrdle de sa libération.

Cette définition fait appel aux notions détaillées ci-dessous :

1.7.1. Notions sur la microencapsulation

1.7.1.1. Quels types de systemes peut-on microencapsuler ?

La microencapsulation concerne une large variété de systemes allant des molécules
simples aux plus complexes (peptides, médicaments...). En plus, il peut s’agir de
structures encore plus complexes comme des virus, protoplastes, et méme des cellules
biologiques completes. A I’intérieur de la microparticule, le « principe actif » peut étre
sous forme d’une solution, d’une émulsion ou d’une suspension.

Les principes actifs sont d'origines trés variées: médicaments, additifs alimentaires,

parfums, produits phytosanitaires, cellules et catalyseurs de réactions chimiques [59].
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Cette encapsulation consiste a créer une membrane polymérique d'origine naturelle [60]
ou synthétique [61] ou hémisynthétique [62], qui isole le principe actif du milieu
environnant et le protege ainsi de tout facteur dégradant telles que la radiation lumineuse
ou thermique, ’agression chimique et 1’incompatibilité avec d’autres produits et permet

d'avoir un effet retard pour les formes pharmaceutiques a libération prolongée [63].

Dans le cas d’une microcapsule, la membrane joue des roles importants et différents selon

I’application désirée :

e La membrane comme barriére passive : son réle est de se comporter comme une paroi
étanche vis-a-vis du contenu, qu’elle libérera le moment venu en s’éclatant. Exemple :
encart publicitaire ‘’scratch and sniff’’ qui libére le parfum lorsqu’on écrase les
microcapsules.

e La membrane comme barriére active : elle se comporte comme une membrane semi-
perméable permettant la diffusion entre I’intérieur et I’extérieur de la capsule. Donc,
elle contrélera la vitesse de diffusion. Exemple: encapsulation de substance

médicamenteuse pour libération modifiée.

1.7.1.2. Quels types de structures les microparticules peuvent-elles prendre ?

a. Structure et taille
Les microparticules sont composées d’un matériau enrobant constitué¢ de polymeres
synthétiques ou naturels ou encore de lipides et, en général, d’'une matiere active. Elles
présentent une taille comprise entre 1 et 1000 um. La distribution granulométrique et la
morphologie des microparticules peuvent étre observées par microscopie optique ou
électronique. Selon les techniques et la nature des composes, deux structures peuvent

exister : les Microsphéres et les microcapsules (Figure 12 a-b).

Microspheres : particules formées d’un réseau continu de polymére ou de matériau

support au sein des quels le principe actif est dispersé (systéeme matriciel) [40].

Microcapsules : ce sont des systemes réservoirs constitués d’un cceur de principe actif
sous forme liquide, solide ou éventuellement gazeux, entouré par une membrane de

materiau enrobant (Systéme réservoir) [64].

Un certain nombre de facteurs physico-chimiques permettent de caractériser la

membrane d'une microcapsule ou la matrice d'une Microsphere :

27



Rappels bibliographiques sur la Microencapsulation

Membrane
Principe actif polymérique
encapsulé au coeur

Matrice polymérique Principe actif

encapsulé dispersé

(Systéme réservoir) (Systéme matriciel)

Figure 12a. Représentation schématique de Microspheére (a) et microcapsule (b).

Figure 12b. Type de particules ; images MEB des microparticules, A : Microsphére ;
B : microcapsule.

- La charge électrique de surface ; Mouillabilité ; Porosité ; Tortuosité des pores ; Degré
de gonflement.

- Le taux d'encapsulation (ou la teneur en matiere active) peut étre tres élevée dans les
microcapsules, de I'ordre de 85 a 90 % (rapport massique). Comparés a ceux rencontrées
dans les Microsphéres qui sont plus faibles, de I'ordre de 20 a 35 %.

- Le rendement d'encapsulation est le rapport entre la masse de PA encapsulé et la masse

de PA aencapsuler.

b. Polymeres et matériaux enrobant

Les polyméres formant le matériau enrobant peuvent étre d’origine naturelle,
hémisynthétique (dérivés de la cellulose) ou synthétique. Selon le domaine d’application
des microparticules, des propriétés de biocompatibilité et/ou de biodégradabilité seront
requises. Le Tableau 2 suivant donne les principaux polymeres utilisés pour obtenir ces

structures.
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Tableau 2. Principaux polymeres utilisés pour obtenir des structures microparticulaires.

Type de polymeére Nom Chimique

Polymeéres naturels Chitosane [65], Alginate [66,67], Gélatine [57], Gomme
Arabique [68,69].

Polymére synthétiques Poly epsilon-caprolactone [70,71]

Copolymeéres Poly (lactide -co- glycolide) [72]

Polymeres hémisynthétique Ethylcellulose [57,73], Cellulose acétate butyrate [62].

Lipides et cires minérales Corps gras solides, glycérides, cire (d'abeille) [58].

1.7.1.3. Quels objectifs la microencapsulation poursuit-elle ?

Il est intéressant de détailler les objectifs de la microencapsulation constituant le cceur de la

définition précédente, les particules peuvent avoir des fonctions trées différentes :

Protection de principe actif contre le milieu environnant (catalyseur, pH du milieu
(libération ciblée d’un médicament, oxydation, réduction de sa volatilité...).
Améliorer la présentation d’un produit (atténuation du golt ou d’une odeur,
conversion d’un médicament liquide sous la forme d’une poudre ...).

L’obtention d’un effet prolongé dans le temps (libération contrélée et/ou prolongée
d’une substance active médicamenteuse ou autre...) ou déclenché (ultrasons, choc
mécanique).

Réaliser une mise en forme adaptée (dosage plus élevé dans de petits volumes)

La protection de 1’environnement (sécurité et facilité la manipulation des produits
toxiques et nocifs, action ciblée d’un insecticide ou d’un pesticide sans

conséquence phytosanitaire...).

1.7.1.4. Les étapes de la microencapsulation

La microencapsulation se réalise généralement en trois étapes [58]:

a.

La premiere étape : Elle consiste en l'incorporation du principe actif dans la
matrice ou le cceur de la microparticule.

La deuxiéme étape : C’est une opération mécanique consistant :

> soit a réaliser une dispersion liquide/air ou liquide/liquide dans le cas d'une

matrice liquide.
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P Caractéristiques
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Figure 13. Facteurs influencant la libération du principe actif (PA).

> soit a pulvériser une solution sur les particules solides sous agitation dans le cas

d'une matrice déja organisé en particules.

c. Latroisieme étape :
La derniére étape consiste en une stabilisation par un processus chimique (polymérisation)
physicochimique (coacervation) ou physique (évaporation, solidification).

1.7.1.5. Méthode de dispersion
Apres I’incorporation de la substance active dans une matrice liquide, 1’étape de dispersion

fait un appel a des procédés mécaniques qui sont partagés en quatre grandes classes.
a. Prilling

Le principe de « prilling » est basé sur la production de gouttelettes a partir d’un injecteur
ou une aiguille. L’objectif principal de cette méthode est de former des gouttelettes avec

une petite taille et distribution de taille étroite.

b. Micronisation / atomisation ou « spray-drying»

L’encapsulation par atomisation se fait en deux étapes : Dispersion de la substance dans un
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matériau d'enrobage liquéfiée, ensuite 1’étape de pulvérisation qui consiste en une
évaporation rapide du solvant dans lequel le matériau d'enrobage est dissous.
Les installations utilisées pour cette opération sont similaires aux installations de séchages

(production de poudres de lait par exemple).

c. Emulsification
Dispersion thermodynamiquement stable de deux liquides immiscibles, contenant le
principe actif stabilisée par un (ou plusieurs) tensioactif(s). La méthode la plus simple
recourt a un réacteur muni d’un systéme d’agitation (Figure 14). Les tailles moyennes des

microparticules obtenues par émulsification varient de 50 a 800 pum.

Figure 14. Emulsification par des systéemes de dispersion liquide/liquide ; dispersion par

agitation mécanique (pales).

d. Microémulsion
Un liquide est finement dispersé dans un autre par I’action principalement sur des
propriétés interfaciales de surfactant et non sur des forces de dispersion (Figure 15). Les

tailles typiques des gouttelettes sont inférieures au micrometre.

e @ .ﬂ’/’% Zone hydrophile
l‘r z —" .

@ Y mp X

o lipophile . "~

Figure 15. Microémulsion d’un systéme liquide-liquide.

1.7.1.6. Méthodes de stabilisation des microparticules

Ces quatre principales méthodes de dispersion décrites ci-dessus conduisent a la formation

des gouttelettes liquides. La stabilisation ou la solidification dans ce cas est nécessaire pour
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I’obtention des microparticules. Un ensemble de termes usuels (souvent en anglais)

résultant d’une combinaison de la dispersion et la solidification est donné sur le Tableau 3.

Tableau 3. Terminologies usuelles des méthodes d’encapsulation a partir de dispersions

Rappels bibliographiques sur la Microencapsulation

liquides.
Prilling Nébulisation Emulsification
Solidification Hot/melt Spray-drying Emulsion/cristallisation
Evaporation - Spray-chilling évaporation de solvant
Gélification Gélification - Emulsion/gélification
thermique
Polymérisation - - Polmérisation interfaciale,
polymeérisation en suspension
Coacervation Coacervation - Coacervation simple ou complexe
interfaciale

a. Solidification
Si les matériaux d’encapsulation de départ sont des solutions fondues, un simple
refroidissement conduira a une solidification par cristallisation. C’est généralement le

cas de la méthode hot/melt.

b. Evaporation

Il est possible de favoriser 1’évaporation de solvant soit en réduisant la pression soit en
passant les gouttelettes dans un courant d’air chaud. Dans le cas d’une
nébulisation/séchage, on parle de la méthode « spray/drying ». Si le solvant s’évapore

lors d’une émulsion, on parle donc de la méthode d’émulsion-évaporation de solvant.

c. Gélification

Certains polymeéres en solutions peuvent former des gels ou thermogels par
I’abaissement de la température. Les billes d’hydrogel sont produites soit par extrusion
de la solution polymérique (alginate de sodium) dans un bain gélifiant (solution de
chlorure de calcium), soit par la dispersion de 1’hydrogel dans une solution non

miscible hydrophobe.

d. Polymérisation/réticulation

Cette méthode consiste a préparer des microcapsules en mettant en contact une phase

dispersée contenant la substance active et un monomere avec une autre phase (non
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miscible a la premiére) contenant un monomere susceptible de réagir avec le premier
pour donner un polymeére. La réaction entre les deux monomeéres a lieu a I’interface des

phases pour former une membrane polymérique (=polymérisation interfaciale).

e. Coacervation

La coacervation complexe met en jeu la désolvatation simultanée de deux colloides.
L'huile est émulsionnée dans une solution contenant deux polymeres. L'un des deux
polymeéres & un pH isoélectrique (gélatine) et I'autre polymeére est anionique comme
(gomme arabique). Par modification du pH, les deux polymeres vont former le

coacervat qui enrobe les gouttelettes d'huile.

La premiere partie « Introduction » montre la diversité des systémes encapsulés, les
objectifs et les applications de la microencapsulation. Comme il est important de connaitre
les différents procédés de I’encapsulation, la deuxiéme partie mettra 1’accent sur les

principales méthodes de la microencapsulation.

1.7.2. PRINCIPAUX PROCEDES D’ENCAPSULATION

Avant de procéder a une microencapsulation, il faut tenir compte des points suivants :

e Lataille moyenne et la largeur de la distribution granulométrique;

e Lateneur en matiere active ou taux d'encapsulation ;

e La forme finale: dispersion de microparticules en phase aqueuse ou en phase solvant,
poudre séche ;

e Les contraintes de stabilité au cours du stockage et au cours de la mise en ceuvre;

e La durée de conservation sans libération de matiere active, ainsi que le milieu dans
lequel les particules seront conservées ;

e Les conditions de libération et la cinétique de libération. Si I'on souhaite une libération
déclenchée, il devra en particulier étre précisé quel est le paramétre de déclenchement:
variation de température, variation de pH. Pour une libération prolongée, la duréee
souhaitée de la période de libération sera une des données du probleme ;

e Les contraintes réglementaires liees au domaine d'application et au mode

d'administration qui sont prescrites dans les réglementations nationales et
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internationales (Pharmacopée Européenne ou USP par exemple, pour le domaine de la
pharmacie).
Il existe plusieurs maniéres de classer les procédés de la microencapsulation (Figure 16)

selon différents criteres [74] :

e L 'utilisation ou non de solvant,
e Lanature du milieu dispersant: liquide, gazeux ou a I'état supercritique,
e L'utilisation des polymeéres préformés, de lipides ou de monomeres,

e Le procédé utilisé pour réaliser la microencapsulation.

Spray-drying [75,76 ]
—{  Mécaniques Prilling [58]
enrobage en lit fluidisé [58]

. Evaporation de solvant [77]
Physico- Gélification thermique [58]

chimiques .
d coacervation [68,69]

Polymérisation interfaciale [78]

—  Chimiques Emulsion [58]
Micrémulsion [58]

Technique d'encapsulation

Figure 16. Schéma général des différents procédes de la production des microparticules

par microencapsulation.

Le choix du procédé et de la formulation déterminent les caractéristiques finales

des microparticules [79].

1.7.3. Choix de la technique appropriée a la Microencapsulation des principes
actifs etudiés

Le choix du procédé approprié se base alors sur les propriétés physico-chimiques
des principes actifs étudiés et les caracteristiques finales des microparticules souhaitées (le
type de microparticule, la taille moyenne, le taux d'encapsulation, la forme finale, les

conditions de libération et la cinétique de libération).
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Les microparticules désirées doivent assurer la protection de la substance active et

d’assurer ainsi sa libération prolongée au contact de la solution d’étude choisie.

En se basant sur les propriétés physico-chimiques des principes actifs sélectionnés
dans ce travail, en particulier, leur solubilité dans 1’eau et leurs états physiques, nous avons
choisi le procédé de microencapsulation par évaporation de solvant. Le choix du type
d’émulsion adapté est fait principalement sur les propriétés de ’agent actif a encapsuler

(solubilité). Ce procédé physico-chimique est simple a utiliser et de faible codt.

La faible solubilité de ’PABA’’ (1g/ 170 mL a 25 °C) dans 1’eau permet de I’encapsuler

selon la méthode °’Simple Emulsion-Evaporation de Solvant (o/w)”’.

La technique de Double Emulsion-Evaporation de Solvant (w/o/w) permet d’encapsuler
les deux autres principes actifs hydrosolubles: la 2-aminopyrimidine 2-AP et les
monomeres imines synthétisés IM1 et IM2 pour minimiser la perte de principe actif dans la

phase aqueuse pendant 1’émulsification.

Le but de ce travail est d'étudier les parameétres clés permettant de maitriser la
microencapsulation de ces principes actifs via le procédé d’évaporation de solvant et

I’obtention de systémes de type ‘’Microsphéres’ a libération prolongée.

Il est nécessaire de passer par un rappel bibliographique détaillé sur ces deux

procédés d'encapsulation de la Simple et la Double Emulsion-Evaporation de Solvant.

1.7.4. MICROENCAPSULATION PAR EVAPORATION DE SOLVANT:

1.7.4.1. Généralités sur la méthode d’évaporation de solvant :

La technique d’encapsulation par évaporation de solvant est largement utilisée dans des
applications pharmaceutiques pour la libération contrélée du principe actif (médicament)
[80-103]. Cette méthode a été développée pour toutes sortes d'applications [77,100]. Elle
permet de contrbler la vitesse de libération, d'éviter I'évaporation et la dégradation du

principe actif encapsulé, de limiter les pertes.

La phase de solvant organique volatil contenant le polymére matriciel et le principe actif
est dispersée dans la phase aqueuse contenant le tensioactif. Le solvant organique en
diffusant dans 1’émulsion agitée s’évapore et conduit a la formation des microsphéres

solides constituées du polymere matriciel au quel est mélangé le principe actif.
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1.7.4.2. Les étapes principales de la microencapsulation par évaporation de solvant
Le procédé de cette méthode repose sur I’évaporation de la phase interne d’une émulsion

sous agitation.

1.7.4.2.1. “’Simple Emulsion-Evaporation de Solvant (0/w)’’:

Initialement, le matériau matriciel est généralement un polymeére hydrophobe, dissout dans
un solvant organique volatil. Ensuite la substance active a encapsuler est dissoute ou
dispersée dans la solution organique, Cette derniere est dispersée dans le milieu aqueux
contenant un agent tensioactif sous agitation. Des que le solvant organique entre en contact
avec la phase aqueuse externe, il migre a la surface de I'émulsion ou il s'évapore par
diffusion. La concentration du solvant organique dans la phase intermédiaire diminue au
cours du temps et le polymére commence a précipiter en encapsulant le principe actif
(Figure 17) [82].

Les microparticules sont séparées par filtration et dessechées.
Les microparticules obtenues sont généralement de type matriciel (microsphéres). Ce
procédé présente quelques limites, car les microspheres fabriquées peuvent contenir des

traces du solvant organique.
Principe
actif -\ Polymére

Y )'Ff_ Solvant

ﬂ organique

iy @) @) )

Figure 17. Les étapes principales de la microencapsulation par évaporation de solvant.

Microsphéres

9990009,

1.7.4.2.2. Double émulsion-évaporation de solvant (W/0/w) :

Les principales étapes de préparation des Microspheres utilisant des émulsions eau dans

huile dans eau (w/o/w) sont montrées :

e |e principe actif est soit dispersé ou dissout dans la phase aqueuse interne ;

e cette derniére est émulsifiée dans une solution organique du polymeére qui formera la
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matrice. La formation des gouttelettes est causée par une agitation mécanique, par
exemple au moyen d'un agitateur a pales ;

e I'émulsion eau dans huile (w/o) ainsi obtenue est ensuite dispersée dans une phase
aqueuse externe résultante en une émulsion eau dans huile dans eau (w/o/w).A
nouveau, la formation des gouttelettes est provoquée par agitation mécanique, par
exemple au moyen d'un agitateur a pales. Dés-que le solvant organique entre en contact
avec la phase aqueuse externe, il diffuse dans cette derniére. Le solvant organique
migre ensuite a la surface d'émulsion (w/o/w) par convection et diffusion, ou il
s'évapore. Ainsi, la concentration du solvant organique dans la phase intermédiaire
diminue au cours du temps. Le polymere commence a précipiter, encapsulant alors le
principe actif. Les Microsphéres sont formées.

e Par la suite, les Microspheéres sont séparées par filtration et séchées.

Le taux de la matiére active dans les microparticules obtenues par évaporation de solvant
est compris entre 30% et 40% [82] et le rendement d'encapsulation peut atteindre plus de

90%. La taille des Microsphéres produites est de 1 a 400 pum.

La méthode d'encapsulation par évaporation de solvant utilise des solvants organiques
volatils, tels que le dichlorométhane, I'acétone, le chloroforme, et des couples de solvants
comme l'ethanol/toluene (1/4) et l'isopropanol/toluéne (1/3). La phase continue est
généralement une solution aqueuse de tensioactif ou plus rarement des huiles minérales

insolubles dans le solvant de la phase organique.

Le dichlorométhane malgré sa toxicité est le solvant le plus utilisé, car il présente une
température d'ébullition faible (39,8 °C). Ce solvant a une solubilité importante dans I'eau
(1-3% en masse a 20-25°C) mais la solubilité de I'eau dans le dichlorométhane est de 0,2 %
en masse a 20-25°C, ce qui limite la diffusion de I'eau dans les microparticules pendant la

formulation.

Contrairement a la plupart des études consacrees au choix des polymeres biodegradables,
notre étude s’est intéressée aux aspects d'ingénierie afin d’optimiser la durée du procédé et
d’analyser l'influence des conditions opératoires sur les propriétés des Microsphéres.
L'évaporation du solvant a été étudiee pour de différentes conditions (nature et
concentration en tensioactif, quantités des matériaux : rapport principe actif :polymere,
vitesse d’agitation, fraction volumique entre les deux phases: phase organique / phase

aqueuse). Les propriétés des Microsphéres obtenues (taille, surface et structure interne) ont
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été examinées. L’analyse de la structure et la morphologie des Microsphéres par la
Microscopie Electronique & Balayage a montré I’effet des différents paramétres sur la taille

la porosité et la structure des Microsphéres obtenues.

1.7.4.3. Les paramétres influencant la microencapsulation par évaporation de solvant:

Plusieurs parametres influencant les caractéristiques des microparticules (la taille et
la distribution en tailles, la porosité, la teneur en principe actif) préparées par évaporation
de solvant ont été determinés. L'efficacité de ce processus dépend de ces parametres

utilisés, on donnera ci-dessous quelques exemples décrits dans la littérature [82-97] :

e Effet du polymére:

Différents polymeéres ont été utilisés pour ce type d'encapsulation. En effet, le polymeére
choisi dépend du domaine d'utilisation des microparticules. Les polymeres utilisés dans la

microencapsulation dans le domaine pharmaceutique sont :

e Les protéines naturelles [101] comme l'albumine, le collagéne, la gélatine, la
fibrine, le fibrinogeéne, et la caséine.

o Les polysaccharides naturels [65-68] comme la dextrine, l'acide alginique, la
chitine et le chitosan.

e Les derivés cellulosiques [57,58, 62,86-88]: I'éthylcellulose (EC), Cellulose
acetate  butyrate (CAB), [I'hydroxyléthylcellulose (HEC), [I'hydroxyl
propylméthylcellulose (HPMC), la méthylcellulose (MC).

e Les polymeéres synthétiques comme : le poly acide lactide [69], le poly acide

(lactide-co-glycolide) [72], le poly (e-caprolactone) [70,71], et I'Eudragit [47].

La masse moléculaire des polymeéres utilisés dans la microencapsulation par évaporation
de solvant est un paramétre trés important. En effet, I'augmentation de la masse molaire du
polymére conduit a l'accroissement de la viscosité de la phase dispersée et de la taille des

microsphéres, comme montré dans quelques travaux [82,86].

L'Ethylcellulose a été utilisée par plusieurs chercheurs pour I'encapsulation de
différents principes actifs par évaporation de solvant tels que la Procaine [104], I'acide

Méfenamique [105], I'Ampicilline et 'Amoxicilline [87], I’acide p-aminobenzoique [88].
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e Effet du rapport principe actif/ polymere (PA/Pol.)
Le rapport principe actif/ polymére (PA/Pol) peut influencer la qualité des
microparticules préparées par évaporation de solvant. La littérature montre

l'augmentation du taux d'encapsulation avec celle du rapport (PA/Pol) [88,97].

e Effet du solvant organique

Des travaux de recherche réalisés pour étudier l'effet du solvant sur le taux
d'encapsulation montrent que les meilleurs rendements sont obtenus avec la
précipitation rapide du polymere et la concentration élevée du polymere dans la phase

organique [86].

o Effet de I'interaction entre le principe actif et le polymére

L'interaction entre le principe actif encapsulé et le polymére peut changer le taux
d'encapsulation. L'interaction entre le polymere et le principe actif peut étre due a des
interactions hydrophobes ou hydrophiles. Dans le cas ou il existe des interactions
ioniques ou hydrophiles, le principe actif sera encapsulé avec un taux important dans
les polymeéres contenant des groupements carboxyliques libres. Dans le cas des
interactions hydrophobes, les polyméres utilisés donnent des taux d'encapsulation tres
élevés [102].

e [Effet de la vitesse de rotation

Durant la formation des gouttelettes, la vitesse de rotation des pales influe sur la taille
des microparticules. Généralement, en augmentant la vitesse de rotation, la taille des
microparticules diminue. Cela peut étre expliqué par I'énergie dissipée pour la rupture
des gouttelettes qui conduisent a la diminution de la taille des gouttelettes [92,93,100].

¢ Influence de la concentration du tensioactif

L'augmentation de la concentration du tensioactif conduit a la diminution de la taille des
microparticules, di au fait de I'affaiblissement de la tension interfaciale "gouttelettes

organiques / phase aqueuse continue™ et a la stabilisation de I'émulsion [95,88].

e Influence de la température
La viscosité de la phase organique et I'évaporation de solvant dépendent de la

température. En augmentant la température, la viscosité diminue et la taille des
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gouttelettes tend a diminuer. A partir d'une certaine température, le solvant s'évapore
plus rapidement en entrainant, a l'inverse, I'augmentation de la viscosité de la phase

dispersée [91].

1.7.4.4. Technologie du procédé

Un récent article sur I'état actuel de l'art de préparation des microparticules par
extraction/évaporation de solvant a été publie par Hwisa et al [86], soulignant les
principaux avantages et désavantages des méthodes utilisées. La microencapsulation par
évaporation de solvant est largement utilisée pour I'encapsulation de différents produits
pharmaceutiques [77]. L'efficacité de ce processus dépend de plusieurs parametres dont
les solvants utilisés, le rapport principe actif/polymeére, la vitesse d'agitation, la solubilité
du principe actif et la masse molaire du polymere. Ces paramétres doivent étre pris en

considération pour développer des systemes polymériques chargés de principe actif.

1.7.4.5. L'émulsion

L'émulsion signifie un systéme contenant au moins deux liquides non miscibles,
dont I’un est dispersé dans I’autre. On distingue donc une phase dispersée et une phase
continue. Si la phase continue est une phase huileuse, c¢’est une émulsion eau dans huile
(W/O, type inverse). Si la phase continue est constituée d’un liquide polaire associé, c’est

une émulsion huile dans eau (O/W, type directe) [106].

En général pour préparer une émulsion, il est nécessaire d'avoir au moins : une
phase aqueuse, une phase huileuse et un tensioactif et un apport d’énergie mécanique. Le
tensioactif ralentit les mécanismes physiques qui conduisent a la separation de phases et
permet une « stabilité » cinétique du systéme.

Le role du tensioactif dans la préparation d’une émulsion est de diminuer la tension
interfaciale, et par conséquent de diminuer 1’énergie nécessaire pour rompre les gouttes.
L’adsorption du tensioactif a I’interface des gouttes permet d’augmenter la « stabilité » du

systeme.
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Généralités sur les principes actifs étudiés
I1. Généralités sur les principes actifs etudies :

Dans le cadre de ce travail, ont eté étudiées les molécules modeles,
2-aminobenzothiazole (2-ABZT), 2-aminopyrimidine (2-AP), les monomeéres synthétisés N-
4-vinylbenzylidéne-2-aminobenzothiazole (IM31), N-4-vinylbenzylidéne-2-aminopyrimidine
(IM2) et I’acide p-aminobenzoique (PABA) doué de propriétés pharmacologiques.

Le travail a été abordé tout d’abord avec la préparation des formulations Microsphéres
par le procédé de la Microencapsulation. Sur ces dernieres, plongées dans le milieu aqueux

de pH 1,2 a 37 °C est étudiée la libération de la molécule active.

I1.1. La 2-aminobenzothiazole (2-ABZT)

®  Nom UICPA : 2-aminobenzothiazole.
®  Synonymes : benzothiazol-2-amine.
" Formule brute : C7HeN.S.

®  Poids moléculaire : 150,20 g/Mol.

" Point de fusion : 128-129 °C.

®  Constante de dissociation : pK =4,51.

N
O
S

Solubilité dans I’eau: tres peu soluble.

®  Formule développée :

11.2. La 2-aminopyrimidine (2-AP)

Il est connu que la 2-aminopyrimidine (2-AP) et ses dérivés présentent un intérét
biologique important. Suite aux résultats préliminaires des recherches antérieures, plusieurs
nouvelles molécules dérivant du 2-aminopyrimidine ont été synthétisees [107]. Ce sont des
produits qui présentent un large spectre d’activité thérapeutique en particulier comme agent

anti-inflammatoire.

Ainsi, des médicaments dérivés de la 2-AP actuellement testés en clinique montrent
une activité prouvee sur l'allergie, la dermatite atypique, I'asthme et la polyarthrite rhumatoide
[108-110].
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Propriéetés physico-chimiques :

®  Synonymes : 2-pyrimidinamine; 2-Pyrimidylamine; 2-Amino-1,3-diazine.
®  Formule brute : CaHsNa.

® Formule développeée :

®  Poids moléculaire : 95,10 g/Mol.

® Point de fusion : 122-126 °C.

® Intermédiaire : dans la fabrication de médicaments et de produits pharmaceutiques.
= Densité: 1,216 g/cm?,

®  Constante d’acidité : pK = 3,90.

Elle se présente sous forme d’une poudre blanche a jaune clair, soluble dans I’eau.

11.3. L acide p-aminobenzoique (PABA)

Il est connu depuis longtemps que I’acide p-aminobenzoique (PABA), soutient la
production de la co-enzyme acide tétrahydrofolique qui aide le métabolisme des acides
aminés et protege les cellules du sang [111,112]. Parmi les propriétés du PABA récemment
décrites, nous citerons son effet inducteur sur la formation de I’interféron dans les organismes
vivants décrit par Akberova [113]. Cette auteure montre aussi I’efficacité de PABA dans le
traitement des défauts de la cornée [114]. Ainsi, il a été établi que le PABA inhibe la
mélanogénese in vitro et in vivo, seul ou combiné avec la chimiothérapie (CT) ou la
radiothérapie (RT) [115]. Dans les deux dernieres décennies sont apparues différentes études
décrivant les activités biologiques de la molécule PABA comme agent anti-viral, antioxydant,
antibactérien, antimutagene, et immuno-modulateur fibrinolytique [116]. Par exemple,
Akberova a mis au point un nouveau médicament antiviral 1’ Actipol 0,007% PABA dans la
pratique ophtalmologique [117].

Malgré les nombreuses propriétés biologiques nouvelles de PABA citées ci-dessus, son
encapsulation n'a été réalisée que dans le cas des filtres des rayonnements solaires pour
protéger la peau des UVA/B. Les microcapsules a enveloppe polymere durcie et étanche

peuvent étre étalées moyennant une creme sur la peau avec élimination totale de tout contact
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direct entre la peau et PABA agent allergisant [118]. Le PABA soluble dans I'eau et faisant
partie du complexe vitaminique B est bien toléré et facile a administrer par voie orale [119].
Le PABA/tablet, I'aminobenzoate de K*/capsule, PABA et I'aminobenzoate K" seuls sont
donnés dans la nourriture pour les tests de récupération des urines de 24 heures [120]. Il est
accepté en petites quantités par le corps humain mais cause des dommages au foie en cas
d'exceés [121]. Comme rapporté, le PABA, composé amphoteére, posséde trois formes dans les
solutions aqueuses (Schéma 1) et présente deux pK de valeurs proches (pKi = 2,50 et
pK2 = 4,87) [122]. Le pH 1,2 reconstitué de I'estomac rend la forme diacide ammonium (1)
particule diffusante largement majoritaire dans ce travail.

La microencapsulation de PABA en microsphéres en ethylcellulose biocompatible
comme polymére matriciel permet son utilisation par voie orale avec sa libération prolongée
dans l'estomac a des doses en dessous de son seuil de toxicité. Cette forme galénique
microparticulaire peut étre utilisée avantageusement pour le traitement des cancers de la peau,
par exemple, en association avec des médicaments en trithérapie ou PABA exalte I'action de
ces derniers. L’objectif recherché est de préparer des microsphéres en ethylcellulose chargées
de PABA par la méthode d’évaporation de solvant [77]. Différentes formulations sont
fabriquées dans cette étude en vue d’étudier les effets des paramétres du procédé sur les

caractéristiques des microsphéres pour le contréle du taux de libération de PABAH".

0<pH<23 25=pH <35 pH=>3
pK1=2,50 pKa=4.87
QOH Qo oc™
(=01 = C[(j
NHy NHy NH,
(1): PABAH" ():PABA” (3): PABA-

Schéma 1: Les trois formes de 1’acide p-aminobenzoique dans les différents domaines de pH.

Caractéristiques physico-chimiques

® Nom UICPA ; acide 4-aminobenzoique, PABA.
®  Formule brute : CsH7NO-.

®  Poids moléculaire : 137,14 g/Mol.

®  Point de fusion : 187-189 °C.
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" Formule développée :
COOH

NH,
" Densité: 1,38 g/cm®.

®  Solubilité dans I’eau: 1 g /170 mL (25 °C).

I1.4. Les monomeres synthétisés type >’ Imine >> IM1 et IM2:

Il a été reporté que les bases de Schiff inhibent I’activit¢é de la lipoxygénase* et
présentent un large spectre d’activité thérapeutique en particulier comme agent anti-
inflammatoire [123]. Actuellement une nouvelle série de composés, des bases de Schiff,
dérivant du benzothiazole et de la 2-aminopyrimidine font a ce jour 1’objet d’études
intéressantes [124,125]. Mahmoud-ul-Hassan et al. [126] ont préparé des bases de Schiff
avec différents benzothiazoles substitués. Ces composeés ont été testés pour leurs propriétés
anti-bactériennes contre les espéces pathogenes (Escherichia coli, Staphyloccocus aureus et
Pseudomonas aeruginosa).

Toutes les bases de Schiff ont montré individuellement, a des degrés variables, des
effets d’inhibition pour la croissance des espéces bactériennes testées [126,127].

Les résultats anti-bactériens montrent 1’activité efficace des bases de Schiff.

De plus, le réle effectif de la liaison azomethine de certaines réactions biologiques est
largement étudié [128-138]. Cette fonction imine plus connue sous le nom de base de Schiff
est facilement hydrolysable en milieu aqueux acidulé représentant 1’acidit¢ du milieu
gastrique, libérant ainsi 1’amine médicament [139].

De ce fait, il apparait donc intéressant d’envisager la préparation de bases de Schiff
styréniques de la benzothiazole et de ses dérivés.

Nous avons préparé de nouvelles molécules en condensant le p-vinylbenzaldéhyde (p-VBA)
sur les amines primaires modeles: 2-aminobenzothiazole et 2-aminopyrimidine, pour
atteindre les composés s’apparentant aux alkyl/arylidéne-2-amine particulierement

intéressants sur le plan pharmacologique.

*La lipoxygénase est une enzyme qui catalyse la vitesse de biosynthése des leukotriénes et de [’acide

arachidonique.
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11.4.1. N-4-vinylbenzylidéne-2-aminobenzothiazole IM1

Comme reporté, il est connu que le benzothiazole et ses dérivés présentent un intérét

biologique important [134-139].
Ces nouveaux composes ont été testés in vitro et in vivo et leur activité anti-inflammatoire,
anti-viral, anti-microbienne et anti—proliférative contre les cellules de la leucémie T-
lymphoblastique et p—lymphoblastique ont été évaluées [135]. De plus le thiazole et le
benzothiazole ont montré posséder une large classe d’activité, anti-tuberculose [140,141],
anti-bactérienne [142], anti-fongique [143], hypotensive et hypothermique [144].

Il est bien connu que le noyau thiazolique et ses dérivés sont des composés possédant
aussi-bien une activité analgésique et anti-inflammatoire, qu’antipyrétique [138]. Cette
activité thérapeutique dépendrait pour I’essentiel du motif thiazole [145,146].

Aussi comme a notre connaissance aucune étude cinétique in vitro correspondante a ce
type de composés n’avait été décrite, nous avons envisage la préparation du dérivé de type
IM1 (schéma 2) suivi par une étude cinétique en milieu hétérogéne reconstitué de pH 1,2
a 37 °C.

11.4.2. N-4-vinylbenzylidéne-2-aminopyrimidine 1M:

Les produits dérivant du 2-aminopyrimidine ont été testés pour leur activité anti-
inflammatoire et pharmacologique [107]. Des données ont €té publiées sur les principales
propriétés du systéeme hétérocyclique 2-aminopyrimidine (2-AP), qui est l'un des
pharmacophores importants responsables de propriétés biologiques [107,108]. Des
applications importantes de la 2-aminopyrimidine dans la synthése des produits
pharmaceutiques modernes sont décrites dans la littérature [107-110]. Ces composes ont été
testés et découverts comme étant de puissants agents anti-inflammatoires. En effet la partie

pyrimidine semble avoir I’effet majeur sur 1’activité.

N
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Schéma 2.
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Aussi, comme a notre connaissance aucun composé correspondant a cette base de
Schiff n’avait été décrit, nous avons envisagé la préparation et I’encapsulation du dérivé de
type IM> (schéma 2) suivi par une étude cinétique en milieu hétérogene reconstitué de pH 1,2
a 37 °C.

11.5. Particules libérées : Recherche de I'espece majoritaire des principes actifs
au pH d'etude 1,2

Avant de décrire la libération des principes actifs a partir des microsphéres chargées et
plongées dans le milieu reconstitué pH = 1,2 a 37°C, il nous faut préciser la composition
exacte des solutions étudiées. Cette étude préliminaire permettra ensuite de suivre par
UV-Vis I'évolution des concertations en principes actifs libérés aux cours du temps. L'étude
bibliographique permet de relever les pK des principes actifs étudiés [122, 147,148] :

e 2-aminobenzothiazole 2-ABZT : pKi1 =4,51.
e 2-Aminopyrimidine 2-AP : pK'1 = 3,90.
e [L’acide p-aminobenzoique PABA : pK"1 = 2,50 ; pK", = 4,87.

11.5.1. Etude dans le milieu gastrique reconstitué a pH = 1,2 :

Tableau 4 : Les formes prédominantes des principes actifs libérés dans le milieu d'étude
pH=1,2.

Etats des
pK substituants de la
particule diffusante

Principe actif (PA) Composé majoritaire & pH 1,2

2-aminobenzothiazole 4,51 -NHs* N\ t
(2-ABZT) S; o

T
2-Aminopyrimidine 3,90 -NHs" (\)N\
(2-AP) N

L’acide p-aminobenzoique 2,50

+
'N H3+ :\'H_:
(PABA) 4,87

OH
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Généralités sur les principes actifs étudiés

L'application de I'équation d'Henderson aux pH d'étude et des pK correspondant
permet de connaitre la composition des solutions étudiées pour chaque principe actif comme

indiqué sur le Tableau 4.
Au pH = 1,2 la particule quasiment majoritaire est celle protonée sur la fonction amine

(-NHs"). Ainsi la libération des trois principes actifs sera étudiée sur la bande UV-VIS des

particules protonées.
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Introduction:

La préparation de bases de Schiff a fait I’objet d’un nombre considérable de travaux au
cours de ces derniéres années [124-128]. Des articles de la littérature indiquent que les bases
de Schiff possedent un large champ d’activité biologique et plus particulierement dans le

domaine anti-inflammatoire et analgésique [128-139].

Aussi, avons-nous envisagé de synthétiser de nouvelles molécules en condensant le
p-vinylbenzaldéhyde (p-VBA) sur les amines primaires modeles : 2-aminobenzothiazole et
2-aminopyrimidine, pour atteindre les composés s’apparentant aux alkyl/arylidéne-2-amine
particulierement intéressants sur le plan pharmacologique.

L’utilisation de polymeéres dans I’industrie galénique comme supports ou vecteurs de
molécules actives a fait 1’objet d’une incontestable activité de recherche et d’un

développement croissant en raison des diverses applications thérapeutiques [146].

La délivrance contrblée de composes bioactifs a partir de supports polymeres devra
obligatoirement répondre au cahier de charges exigé par les applications biomédicales dont
principalement la biocompatibilité et la biofonctionnalité. Pour cela plusieurs techniques de

libération du principe actif (PA) sont décrites. On citera entre autres:

e (a) La dispersion du PA dans une matrice polymere mise en forme de plagues,
sphéres ou gélules [125].

e (b) Le greffage via un espaceur, tel le phényl, du PA sur une macromolécule
hydrosoluble [133] ou non [131,146], par |'intermediaire de liaisons facilement
hydrolysables (ester, azométhine, amide).

Les systemes de derniére génération font appel aux nanotechnologies et a la
microencapsulation [71,73,86] pour un meilleur contréle de la libération et de la distribution
des molécules actives. Ces derniers apportent une nette amélioration de la vectorisation de

(PA) vers le site ciblé a traiter avec étalement de | action au cours du temps.

La fonction imine —CH=N- a été choisie comme ’liaison labile’” d’accrochage

d’amines primaires au p-VBA. Le choix de cette derniere se justifie par son hydrolyse aisée
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et par I’existence de nombreux médicaments sous forme d’amine primaire. Cependant, en
recherche médicamenteuse, il est impératif de disposer de composé constitué d’un seul
isomére méta ou para demandé par les tests pharmacologiques in vitro et in vivo sur la
molécule de départ. Le p-vinybenzaldéhyde, qui est un des seuls monomeres en chimie
macromoléculaire porteur d’un groupe aldéhyde, semble étre idéal car c’est un isomere pur
constitué d’un site éthylénique facilement polymérisable.

L objectif du présent travail s’inscrit aux points (a) et (b) pour une étude comparative
de la libération de la 2-aminobenothiazole (2-ABZT) et la 2-aminopyrimidine (2-AP),
molécules modéles a partir des différentes formulations « Microsphéres » dans le milieu

gastrique reconstitué pH 1,2 a 37 °C.

e Rappels des méthodes de synthése d’imines

C’est Schiff qui est a ’origine de la synthése d’imines par condensation des amines
primaires avec les aldéhydes ou les cétones. Les études cinétiques sont en accord avec un

mécanisme a deux étapes (Schéma 3).

1¢r¢ étape
Rl\ ] lente (? T
fo0 TR === r—e—r,
‘ Re R: H
2t Stape
e
O H
| | ?H H rapide R‘\
Ral—(i.}—fiﬁ)—ﬂg —— R1—{|:—N\ _‘"‘..-_ C—N_R3 + H')D
R, H R, R Rz
Schéma 3.
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A partir des diverses approches synthétiques publiées, nous avons envisagé de mettre au

point une méthode générale d’accés aux COMpOsEs suivants:

e 4-vinylbenzaldéhyde p-VBA,;
e N-4-vinylbenzylidéne-2-aminobenzothiazole 1Mz;

e N-4-vinylbenzylidene-2-aminopyrimidine 1Ma.

I11. I. Synthése et caractérisation des bases de Schiff styréniques :

Toutes ces syntheses supposent la préparation préalable du p-vinylbenzaldéhyde (p-VBA).

I11.1.1. Synthése et caractérisation du p-vinylbenzaldéhyde (p-VBA)

e 1. Synthese du (p-VBA)

La synthése du p-vinylbenzaldéhyde a été effectuée a partir du p-chlorométhylstyrene

(p-CMS) commercial, selon la méthode de Sommelet [140].

= =
HMTA
CH,COOH
CH.CI CHO
Schéma 4.

0,25 mole de p-CMS est mélangé a 0,5 mole d’hexaméthylénetétramine (HMTA) dans un
bicol de 500mL muni d’un réfrigérant. On y verse ensuite dans ce mélange des volumes
équivalents (104,2 mL) en acide acétique glacial et d’eau distillée, ceci en présence de traces
d’antioxydant 2,6-ditertiobutylcatéchol pour protéger la double liaison vinylique. Ce mélange
est maintenu a reflux pendant 2 heures sous une forte agitation. Le melange est additionné de
100 mL d’acide chlorhydrique concentré tout en maintenant le reflux encore pendant
15 minutes. Le lavage de la phase organique jaunatre extraite a 1’éther est répété avec une
solution aqueuse de Na;COs et avec 1’eau jusqu’a un pH neutre. La phase organique est
filtrée sur Na;SO4 anhydre pour éliminer les traces de 1’eau. Aprés évaporation de 1’éther, on
récupere une huile legérement verdatre qui est purifiée par distillation sous pression

réduite/azote liquide (P = 1 mmHg) (rendement : 54%).
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. 2. Caractérisations du (p-VBA)

La structure a été établie sur la base des caractéristiques spectroscopiques. Nous examinerons

successivement ces diverses données spectrales et a titre d’illustration, nous avons représenté

sur les Figures 18-20 les spectres UV, IR et RMN H du p-VBA.

* Les spectres de RMN du proton *H ont été enregistrés sur un appareil Bruker & 400 MHz, au

Laboratoire de Chimie des polyméres a I’Université de Es-Sénia (Oran).

* Spectroscopie infrarouge (IR) : Les spectres d’infrarouge (IR) ont été réalisés a 1’aide d’un
spectromeétre « Bruker Alpha IFS 110» au Laboratoire de Chimie des Polymeéres a

I’Université de Es-Sénia (Oran).

« Les spectres IR des monomeres supports bases de Schiff ont été relevés sur pastilles de KBr
sur le spectrophotometre Jasko FTIR 4200 a I’Université de Es-Senia (Oran).

* Les spectres UV-VIS ont été réalisés a 1’aide d’un spectrophotomeétre « Shimadzu UV-2401 PC »
et les points de fusion ont été déterminés a 1’aide d’un appareil Buchi 510 au Centre de
Mesures (CMFSE) de I’Université de Sidi-Bel-Abbes.

2.1. Spectroscopie Ultra-violet UV-VIS du (p-VBA) :
Le spectre UV-VIS du dérivé p-VBA présente trois bandes d’absorption dans la région
200-300 nm et le maximum d’absorption est & A = 282 nm avec un coefficient d’extinction

molaire de ’ordre de 20000 mol™.L. cm™ (Figure 18).

p-VBA
3,5
3,0 4
2,5
2,0 -
2 45
1,0 4
0.5
0,0 -
T T T T T T T T T
200 250 300 350 400

Longueur d'onde (nm)

Figure 18. Spectre d’absorption UV-VIS du p-vinylbenzaldéhyde dans 1’éthanol absolu
(C =10 Mole/L).
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2.2. Spectroscopie Infra—Rouge

Le spectre infra-rouge du p-vinylbenzaldéhyde présente une bande d’absorption
intense et caractéristique de la fréquence de vibration du carbonyle vers 1691,67 cm™ et deux
bandes moyennes a 2827,78 cm™ et 2735,23 cm™ correspondants a la vibration de valence de
la liaison C-H du groupe aldéhyde. Le groupe vinyle est aisément décelé grace aux bandes
intenses observées a 1600,28 cm™, 988,48 et 918,52 cm™, attribuables respectivement a la
vibration de valence de la double liaison C=C et aux vibrations de déformation hors du plan
des liaisons =C-H et =CH,. L’absorption intense située a 840 cm™ ddie & la vibration de
déformation de la liaison C-H, les deux bandes & 1564,81 cm™, 1508,20 cm™ et 1386,78 cm™*
bandes de vibrations des doubles liaisons C=C aromatique, ainsi qu’une faible bande a 3008

cm* (vC-H) nous confirment, un cycle benzénique para disubstitué (Figure 19).

100
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ﬁ_
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35:2!1 3[:3!] 2;30 EE:DIJ 13130 'IIZ:CIIJI 5EII|II-

Nombre d'onde cm™!

Figure 19. Spectre IR du p-VBA huile pure.

« Spectre IR : (p-VBA) huile pure : 2735 et 2827 cm™ (H-C=0), 1691,67 cm™ (C=0) bande
d’élongation forte, 1600,28 cm™ (C=C, vinyle), 988,48 et 918,52 cm (=C-H), 3008,41 et
835,85 cm™ (@ — H) (Figure 19).

2.3. Spectroscopie RMN *H

L’examen du spectre RMN H confirme sans ambiguité la structure du composé
p-VBA (Figure 20).

On observe sur le spectre RMN H du p-VBA, un singulet situé a = 10 ppm d{ au proton
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aldéhyde. Le cycle benzénique para-disubstitué apparait sous la forme de deux doublets
centrés a 7,70 ppm et 7,94 ppm, donnant ainsi I’allure d’un systtme AA'XX'. On note
¢galement deux doublet vers 6 = 549 ppm et 6 = 6,05 ppm attribuables aux protons
vinyliques Hs, Hs. Le proton vinylique Has, couplé avec les protons Hs et Hg apparait sous

forme de doublet dédoublé vers 6 = 6,85 ppm.

H, H;
H H,
/
" H C\>—H5 Hj 2 Has
> H, Hg Hi

, H,H¢Hs DMSO

[ (]

-l _-.-". s [
b i e A I A
H = 5 = =
- - - - -
T T T T T T T T T T T T
16 15 14 13 12 1 10 9 8 7 L3 5 4 3 2 1 o 1 2 3
Ppm

Figure 20. Spectre RMN *H (DMSO) du p-vinylbenzaldéhyde.

I11.1.2. Synthése et caractérisation de la N-(p-vinylbenzylidene)-2-aminobenzothiazole
(IMy)

1. Synthése

Le mélange équimolaire de p-VBA (0,02 mole) et de ’amine 2-ABZT (0,02 mole) est chauffé
a reflux dans un ballon muni d’un DEAN-STARK dans le benzéne comme solvant (ten = 79 °C)
en présence de traces d’antioxydant 2,4- ditertiobutylcatéchol et du catalyseur acide p-toluéne
sulfonique (APTS) (Figure 21) : Le mélange est porté au reflux durant 6 heures. La réaction
est arrétée apres récupération dans le collecteur de la quantité d’eau théorique prévue. Apres
refroidissement, on ¢élimine le solvant a I’aide d’un évaporateur rotatif. Le résidu est

recristallisé plusieurs fois dans I’éthanol absolu.
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—
H
a Benzéne @[ N e + H,0
- (L ST
$7 APTS, 6h y
CHO
p-VBA  2-ABZT (IM1)
Figure 21. Synthese de la base de Schiff IM;.
2. Caractérisations du composé 1M1

La détermination structurale de la base de Schiff styrénique (IM;) est basée sur
I’analyse critique des spectres UV-VIS, IR et RMN H.

2.1. Spectroscopie Ultra-violet UV-VIS
Le spectre UV-VIS du composé (IM1) (Figure 22) présente trois bandes d’absorption
dans la région 200-300 nm et la bande d’absorption analytique est & Aanaytique = 350 nm.

N-(p-vinylbenzylidéne)-2-aminobenzothiazole (IM1)

2,5+

2.0 4

1.5

DO

1,04

0,5 <

0,0 4

T ¥ T Y T Y T ¥ v T
200 250 300 350 400 450

Longueur d'onde (nm)

Figure 22. Spectre d’absorption UV-VIS de (IM1) dans 1’éthanol absolu & 37°C et a la

concentration C = 10*Mole/L.

2.2. Spectroscopie Infra—Rouge

Le spectre Infra—Rouge de (IM:) est reporté sur la Figure 23.
Le spectre montre des bandes intenses et caractéristiques du monomére (IMi) suivantes :

C—H aromatiques (vibration de valences) & 3002-3080,18 cm™; la présence des bandes de
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Figure 23. Spectre IR du monomeére (IMz) 4-N-vinylbenzylidéne-2-aminobenzothiazole.

vibration de valence et de déformation hors plan des liaisons vinyliques (=C—H) et (=CH>) a :
918,52 (=CH), 979,88 cm™ (=C—H) et & 2847,38 cm™; (N=C—H) a 2850,15-2995,58 cm™;
la fréquence vibrationnelle (vC=N, imine) de la fonction imine apparait vers 1685,77 cm™
[150] ; (C=N) du noyau thiazole vers 1617,02 cm™; (C=C) aromatique (valences) a 1521,58
et 1573,63 cm™.

2.3. Spectroscopie RMN 'H

Le spectre RMN *H de la base de Schiff (IM.) est reporté sur les Figure 24.
Le spectre RMN 'H montre qu’il est constitu¢ d’un signal singulet vers 9,12 ppm est
attribuable au proton du groupe aldimine (-CH=N-).
Un doublet apparait vers 8,18 ppm, ce signal est celui du proton Ha. Un autre doublet vers
7,93 est celui du proton H7.
Le proton Hs se présente sous forme d’un triplé vers 7,15 ppm.
Par ailleurs, le proton Hs couplé a la fois & Hs et @ He apparait sous forme d’un seul triplet
vers 7,36 ppm.
En effet, on observe un doublet dédoublé vers 6,87 ppm attribuable au proton vinylique His.
Les protons Hiza et Hiza' couplés avec Hui, résonnent vers 5,52 ppm et 5,96 ppm.
Les deux doublets centrés a 7,63 et 7,54 ppm correspondent aux protons benzéniques

Ho, Ho', Hio et Hio' donnant ainsi I’allure d’un systéme 44 'XX".

57



Syntheses et caractérisations des produits

Partie Expérimentale

Hg o Hyg 50

S fJ NG /s oW

58

1.01
100~
396
10
Lo
2
Lo
3 R

Figure 24. Spectre RMN *H élargi (CDCIs) de la base de Schiff N-(4-vinylbenzylidéne)-2-aminobenzothiazole (IM).
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Les caractéristiques RMN H pour 1’aldimine (IMz1) sont résumées dans le Tableau 5.

Tableau 5. Caractéristiques RMN *H de la base de Schiff (1My1).

Produit o (ppm) Multiplicité Fonction
(IMz) 5,52 — 5,96 2d CH2= CH-
6,80 — 6,89 dd CHz= CH-
7,12 -8,25 pour les 8 H des deux lﬁ,—gH
phényles N/
9,12 S -CH=N-

I11.1.3. Synthése et caractérisation de la base de Schiff N-(p-vinylbenzylidéne)-2-

aminopyrimidine (IM2)

1. Syntheése

La 2-aminopyrimidine est soluble dans I’éthanol absolu et pratiquement insoluble dans le
benzéne et le toluene. Ainsi, le mélange équimolaire de p-VBA (0,02 mole) et de I’amine
2-AP (0,02 mole) est chauffé¢ a reflux dans un ballon muni d’un réfrigérant dans 1’éthanol
absolu comme solvant en présence de traces d’antioxydant 2,4-ditertiobutylcatéchol et du
catalyseur acide p-toluéne sulfonique (APTS) (Figure 25). Le mélange est porté au
reflux durant 6 heures. Apres refroidissement, on ¢élimine le solvant a 1’aide d’un évaporateur
rotatif. Le résidu est recristallisé plusieurs fois dans 1’éther de pétrole. Les résultats de cette

étude sont reportés dans le Tableau 6.

@N
Ethanol Absolu

oﬁ ~N reflux Nf}\
;C CHECH, 4 | J\ N=7g C=Ch, + H,0
W Nf APTS, 6h

NH,

p-VBA 2.AP IM:

Figure 25. Synthése de la base de Schiff IMa.
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Tableau 6. Procédures et rendements d’obtention des produits 1M1 et M.

Produits Durée (H) Aspect et couleur Rendement (%) Pr (°C)
IM1 6 Poudre jaunatre 58 104
IM2 6 Poudre beige 72 165

Pt : Points de fusion (°C).

2. Caractérisation de la base de Schiff (IM2)

La détermination structurale de la base de Schiff styrénique (IMz) est basée sur
I’analyse critique des spectres UV-VIS, IR et RMN H.

2.1. Spectroscopie Ultra-violet UV-VIS

Le spectre UV-VIS du composé (IM2) (Figure 26) présente les trois bandes
d’absorption dans la région 200-300 Nnm (Aanalytique = 374 nm).

231 N-(p-vinvlbenzylidéne)-2-aminopyrimidine (IMz)

20 <

1,54
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Longueur d'onde (nm)

Figure 26. Spectre d’absorption UV-VIS du composé (IM2) dans 1’éthanol absolu a 37°C et

a la concentration C =10 Mole/L.

2.2. Spectroscopie Infra—Rouge

On releve du spectre IR du monomére (IM2) (Figure 27) les bandes caractéristiques
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suivantes : C—H aromatiques (vibration de valences) a3008-3091,6 cm™; C=N de I’imine
(bande de valence) apparait a 1622 cm™; C=C aromatique a 1473-1576 et a 1604,7 cm™;
(C=N) amine aromatique a 1250 cm™; La présence des bandes de vibration de valence et de

déformation hors plan des liaisons vinyliques =C—H et =CH, 4 991,3 et 4 905,5 cm™.
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Figure 27. Spectre IR du monomére N-(p-vinylbenzylidéne)-2-aminopyrimidine (IM2).

2.3. Spectroscopie RMN 'H

Sur la Figure 28 est représenté le spectre RMN *H du produit (IM2) pour illustration.

Le spectre RMN *H global (0,0-10,0 ppm) (IM2) contient le singulet (H1) & & = 9,01
caractéristique du groupe aldimine (-CH=N-), comme le confirme le spectre élargi
(5,25-9,25 ppm) de la Figure 28.

Les caractéristiques RMN *H pour 1’aldimine (M) sont regroupées dans le Tableau 7.
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Tableau 7. Caractéristiques RMN H de la base de Schiff (1IM>).

Produit o (ppm) Multiplicité Fonction
(IM2) 8,33 d Ha
7,13 t Ha’
9,01 S -CH=N-
5,43-5,84 2d CHz2= CH-
6,76 — 6,85 dd CHz= CH-
7,82-7,96 Pour les 4H du QH
phényle
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IILII. Microencapsulation

Introduction

Le présent travail consiste a établir des formulations Microspheres de la 2-amino-
benzothiazole (2-ABZT), de la 2-aminopyrimidine (2-AP), des monomeres supports 1M1 et
IM2 et de I’acide p-aminobenzoique acide (PABA), dans des matériaux dérivés de la
cellulose. L’objectif principal de ce travail est d’élaborer des Microspheres par le procédé de
“’Microencapsulation’” par simple/double-émulsion évaporation de solvant avec des
caractéristiques définies. Ainsi, les Microsphéres attendues doivent obéir a un certain nombre
de criteres notamment la sphéricité, la surface, la porosité et la vitesse de libération du
principe actif encapsulé.

Pour chaque méthode de syntheses adoptée, les conditions et les parameétres de
préparation étudiés sont donnés et leurs effets sur les caractéristiques des Microspheres
obtenues sont discutés. Les résultats sont présentés séparément pour chacun des trois

principes actifs étudiés.

Il existe plusieurs méthodes de microencapsulation par évaporation de solvant.
Le choix de la technique dépend de I’hydrophilicité ou I’hydrophobicité du principe actif a
encapsuler [71, 80-101].

Afin d’augmenter I’efficacité d’encapsulation, deux techniques sont envisageées :

e Microencapsulation par simple émulsion-évaporation de solvant :

Cette méthode a été utilisée pour I’encapsulation de la 2-aminobenzothiazole
(2-ABZT) et I’acide p-aminobenzoique (PABA) qui sont faiblement solubles dans I’eau
(PABA :1g/170 mL a 25 °C).

e Microencapsulation par double émulsion-évaporation de solvant :

La méthode de “’double émulsion’” a été utilisée pour I’encapsulation de la 2-amino-
pyrimidine (2-AP) qui est soluble dans I’eau et des monoméres supports imines : 1Mz et IM2

prépareées.
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IILIL.1. MATERIELS ET METHODES :

[11.11.1. Produits utilisés
a. Principes actifs (PA):

¢ Principe actifs (PA) sous forme pure (libre) :
» La 2-aminobenzothiazole 2-ABZT, pureté > 97 %, Fluka Chemicals.
= La 2-aminopyrimidine 2-AP, pureté > 97 %, Fluka Chemicals.
= L’acide p-aminobenzoique PABA, pureté 99%, Chemical, China.

% Principes actifs (PA) sous forme engagée (greffée) :
e Les bases de Schiff synthétisées: IM1 et IM2 (les monomeres supports de PA

synthétisées p. 55 et 59).

b. Les polymeéres matrices utilisés dans le procédé de Microencapsulation

e Ethyl Cellulose (EC10): éthoxylé a 48 %. Viscosité =10 mPas a 5% dans une
solution de Toluéne/Ethanol 80:20, Sigma-Aldrich (USA).
e Cellulose acétate butyrate (CAB): Sigma-Aldrich.

c. Les tensioactifs (surfactants)

e Polyvinylalcool (PVA) hydrolysé a 87-89 %, Mw 13000-23000, Aldrich.

e Polyéthylene Glycol sorbitan monooléate (Tween 80), Aldrich.

d. Les solvants organiques
e Dichlorométhane (DCM): CH,Cly; Densité: 1,32; M = 84,93 g/Mol 99%.
Température d’ébullition Tep, = 39-40 °C, Sigma-Aldrich.
e Ethanol absolu 99,9 %, Sigma-Aldrich.

e. Autres
e Eau bi-distillée (pH 5,5 +0,5).
e Solution d’acide chlorhydrique HCl a 1 N.
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I11.11.2. Méthodes et conditions expérimentales de synthése des Microsphéres par

« Microencapsulation »

I11.11.2.1. Microencapsulation par simple-émulsion évaporation de solvant :

I11.11.2.1.1. Dispositif expérimental

][>
H : Hauteur du liquide 50 mL
v D : Diamétre externe du réacteur 85 mm
_,l;* d : Diameétre du mobile d'agitation 50 mm
wl? L T H w: Hauteur de la pale d'agitation 10 mm
Y Y: Hauteur du mobile d'agitation
| par rapport au fond 20 mm
a 1: longueur des pales (12-18) mm
D | * 12 mm pour 6 pales et 18 mm pour 4 pales.

Pas du mobile d’agitation
(avec O6pales)

Figure 29. Dispositif expérimental de la méthode d’évaporation de solvant.

I11.11.2.1.2. Synthése des Microspheres chargees de la 2-ABZT par le procédé de
« simple émulsion-évaporation de solvant (o/w) » :

Le procédé expérimental adopté pour la préparation des Microspheres F1 chargées en

2-ABZT se déroule selon les étapes suivantes :

La solution aqueuse en PVA (100 mL de PVA a 1%) constituant la phase continue de
I’émulsion est préparée par dissolution sous forte agitation et chauffage d’une quantité de
PVA comme tensioactif (1g) dans 100 mL d’eau déminéralisée. En parallele, la phase
organique (dispersée) est préparée par dissolution sous léger chauffage a reflux (30 °C) et
agitation de 1 g du polymére matriciel Ethylcellulose (EC) et de 0,5 g du principe actif
2-ABZT dans 32 g de solvant organique Dichlorométhane (DCM).
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Apreés le refroidissement des deux phases a température ambiante, la solution organique
est dispersée alors dans le réacteur d’encapsulation (600 mL, @ = 80 mm) contenant 100 mL
de la solution aqueuse de PVA (1%) préalablement agitée mécaniquement. L’agitation
mécanique de I’émulsion (0/W) est maintenue pendant 2 heures afin de maintenir les

microparticules en suspension et pour une évaporation rapide du DCM.

Au cours de I’étape d’évaporation de solvant, la formation des Microspheéres est observée
par Microscopie Optique (MO). Les Microsphéres formées durcissent et deviennent plus
spheriques et plus petites aprés 3 heures d’agitation mécanique a 600 rpm. Le reacteur
(Figure 29) est utilisé pour I’encapsulation de la 2-ABZT par simple émulsion-évaporation du

solvant. L agitation est assurée par le méme agitateur avec un pas d’agitation de 6 pales.

Les Microspheres sont récupérées alors par filtration sous vide a I’aide de la trompe a
eau, lavées plusieurs fois avec I'eau dé-ionisée et séchées dans un dessiccateur contenant du

CaCl; puis mises dans des piluliers bien fermés.

% Les parametres et les conditions expérimentales ci-dessus, sont adoptés pour

I’encapsulation de la 2-ABZT en vue de I’obtention des systémes Microsphéres.

Pour la 2-ABZT, on a utilisé la matrice EC selon le pourcentage
% 2-ABZT:EC = 33,33% et on a choisi les paramétres du procédé suivant :

Le pourcentage du polymére EC dans la phase organique dispersée
%Pol./Sol. = 3,125 % dans le solvant dichlorométhane (DCM));

La phase aqueuse : le PVA comme tensioactif est dissout dans 100 mL d’eau
déminéralisée (1% PVA).

111.11.2.2. Microencapsulation par double-émulsion évaporation de solvant

(w/olw):

I11.11.2.2.1. Dispositif expérimental
Le méme type de dispositif (Figure 29) est adopté pour I’encapsulation par double
émulsion-evaporation de solvant et I’agitation est assurée par le méme agitateur utilisant un

pas du mobile d’agitation avec 6 pales.
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111.11.2.2.2. Synthese des microspheres chargées de principe actif hydrosoluble
par le procédé de « double émulsion-évaporation de solvant (W/0/w) » :

L’ encapsulation de chacun des trois composes hydrosolubles: le principe actif
2-aminopyrimidine (2-AP) et les imines synthétisées : IM1 et 1Mz, a été réalisée par la

technique de double émulsion-évaporation de solvant (W/o/w).

Le réacteur (Figure 29) est utilisé pour I’encapsulation de la 2-AP, IM1 et 1Mo,

L agitation est assurée par le méme agitateur avec un pas d’agitation de 6 pales.

Les formulations des Microsphéres chargées en principes actifs F. (IM1), Fz (2-AP) et

F4 (IM2) ont été préparées selon les étapes suivantes :

La solution aqueuse en PVA constituant la phase continue de I’émulsion est préparée
par la dissolution de 1 g du PVA dans 100 mL d’eau distillée (1% PVA).

La phase organique est préparée par dissolution sous léger chauffage a reflux (30 °C)
et agitation de 1 g d’ethylcellulose (EC) et de 0,5 g de I’agent actif a encapsuler dans 32 g de
dichlorométhane (DCM).

L’émulsion primaire (w/o) a été préparée en ajoutant 5 mL d’eau fraichement

permutée (pH 5,5) a la solution organique.

Cette émulsion primaire (w/o) est ensuite dispersée rapidement dans un bécher
(600 mL, @ = 80 mm) contenant 100 mL de la solution aqueuse de PVA (1%) préalablement
agitée mécaniquement. L’agitation mécanique de I’émulsion (w/o/w) est maintenue pendant
2 heures afin de maintenir les microparticules en suspension et pour une évaporation compléte
du solvant (DCM).

Les Microspheres sont récuperées alors par filtration sous vide a I’aide de la trompe a

eau, lavées avec I’eau permutée et sechées dans I’étuve a 35 °C.

NB Les Microsphéres F2, F3 et F4 chargées des principes actifs hydrosolubles (IMz, 2-
AP et IM2) sont sechées dans I’étuve a 35 °C pendant 24 heures, ensuite placées dans les

piluliers et stockées dans un dessiccateur sous vide statique contenant du CaClo.
La composition des Microsphéres fabriquées est résumée dans le Tableau 8.

Pour I’ensemble des expériences d’encapsulation élaborées F2, F3 et Fs, on a fixé

constant le rapport massique entre le principe actif et le polymére EC
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(Y%PA/EC = 33,33%) dans la phase organique. Ainsi, la quantité de solvant utilisé dans la
phase organique interne est gardé constante m ocm = 32 g, pour la phase aqueuse externe, la
concentration en tensioactif est 1 %PVA (1g de PVA dans 100 g d’eau); soit un rapport
massique entre les deux phases de 32%. Le pourcentage du polymére EC dans la phase
organique dispersée %EC/Sol. = 3,125 % dans le solvant dichlorométhane (DCM). La
vitesse d’agitation mécanique (N) pendant I’émulsion et I’évaporation du solvant a été fixée a
600 rpm.

Tableau 8. Conditions opératoires et compositions des différents milieux d’encapsulation des
principes actifs et des monomeres supports dans des formulations Microspheres en matrice
d’EC (F1-Fa).

Code de la Phase organique Phase aqueuse Agitation
Formulation

Principe actif Masse (g) %EC/Sol. | Concentration | Vitesse d’agitation Durée

PA ou composé PVA, % N (rpm) (h)
F1 2-ABZT 05 3,125 1 600 2
F2 M1 0,5 3,125 1 600 2
= 2-AP 0,5 3,125 1 600 2
= IM> 0,5 3,125 1 600 2

Les principes actifs 2-AP et 2-ABZT ont été encapsulés a la fois sous leur forme pure
et greffés sur un monomeére styrénique p-vinylbenzaldéhyde via “’la fonction azométhine
(les imines 1M1 et IM2). On a élaboré I’encapsulation de ces composes avec les mémes
parameétres du procédé afin de pouvoir comparer les résultats.

L’influence de ces conditions opératoires physico-chimiques sur les caractéristiques
des Microspheéres obtenues (la taille, la morphologie et la teneur en matiere active) et sur la
vitesse de libération du principe actif dans un milieu gastrique reconstitué pH 1,2 a été
étudiée.

I11.11.3. Méthodes d’analyses et de caractérisation des Microspheres préparées

111.11.3.1. Dosages des principes actifs par spectrophotométrie UV-VIS

Pour chacun des principes actifs étudiés, on a établi les spectres d’absorption
UV-VIS ainsi que les droites d’étalonnage a la longueur d’onde du maximum d’absorption du

principe actif dans le milieu d’étude gastrique artificiellement reconstitué pH 1,2.
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111.11.3.1.1. Dosage de la 2-aminobenzothiazole (2-ABZT)

a. Recherche de Aanalytique de I’agent actif

Le spectre d’absorption DO = f (A) de solutions a concentrations connues de la 2-
ABZT dans le milieu d’étude pH 1,2, permet de déterminer la longueur d’onde a laquelle
I’absorbance est maximale " Aanalytique "'. Cette valeur est maintenue constante pour toutes les
mesures qui sont faites dans le méme milieu.

Le spectre d’absorption de la 2-ABZT dans le milieu d’étude pH 1,2 est présenté sur
la Figure 30. La droite d’étalonnage a été établie a la longueur d’onde a laquelle I’absorbance
est maximale Aanalytique = 285 nm (Figure 31).

2,50 TR ' ﬁ ~ = =
|

T\
-

|

A
B 1,25
S \
A /’t
- i 4
|
0.00 o ‘ & X =g TF = ~F TR YT l(nm)
200 300 400

Figure 30. Spectre d’absorption UV-VIS de la 2-ABZT dans pH =1,2 a 37°C.

1.0 1 tg @=2=11725.03 L.cm-lunole-!

r*= 10,9998

DO

0.0

0 | 2 ' 4 | B 8
C.10° Mole/L
Figure 31. : Droite d’étalonnage de la 2-ABZT dans pH = 1,2 (37°C) a Aanalytique = 285 nm.

70



Partie Expérimentale MICROENCAPSULATION

111.11.3.1.2. Dosage de la 2-aminopyrimidine (2-AP)

a. Recherche de Aanalytique de I’agent actif

Le spectre d’absorption DO = f (A) de solutions & concentrations connues de I’agent
actif la 2-aminopyrimidine (2-AP) dans le milieu proposé pH 1,2, permet de déterminer la
longueur d’onde a laquelle I’absorbance est maximale " Aanatytique "

La Figure 32 qui suit représente la courbe spectrale d’absorption de la 2-AP dans le
milieu de pH =1,2.

1,000

A
B 0,500}
5

C = 2.10"*mole/L.

e
C = 10 mole/L
-"/;_.’/ m

0, 000LL . - s L . , A (onm)
200, 0 300, 0 400, 0

Figure 32. Spectre d’absorption UV-VIS de la 2-AP dans pH =1,2 a 37°C.

b. Calcul de £ de I’agent actif

La droite d’étalonnage a été établie & Aanaytique = 302 nm, elle nous permet de
déterminer les valeurs de € du principe actif. La valeur de € correspond a la valeur de la

longueur d’onde a laquelle I’absorbance est maximale dans le milieu d’étude pH 1,2.

La droite d’étalonnage du 2-AP est donnée ci-dessous (Figure 33).

Les valeurs expérimentales des maximums d’absorption « Amax » et les coefficients
d’extinction molaires « € » pour chaque principe actif étudié dans pH 1,2 a 37°C sont

représentés dans le Tableau 9.
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1,0 -
tgo = &£ =7592 L.cin-l.mole-1
08 12 = 0,9996
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C.105 (mole.L-1)
Figure 33. Droite d’étalonnage de la 2-AP dans pH = 1,2 (37°C) a Amax = 302 nm.

Tableau 9. Les valeurs des maximums d’absorption « Amax » et les coefficients d’extinction

molaires « € » des principes actifs étudiés dans pH 1,2 a 37°C.

Principe actif (PA) Aanalytique (NM) € (L. Mol cm™) r?
2-AP 302 7592 0,9996
2-ABZT 254 11725 0,9998

I11.11.3.2. Caractérisation des Microspheres : Résultats et discussion.

Cette partie regroupe les résultats des caractérisations obtenus concernant les
différentes formulations Microsphéres préparées. Nous nous sommes basés sur I'IR,
I’UV-VIS, la Microscope Optique, la MEB, suivies de la libération des agents actifs a partir

de ces systemes.

Ces résultats sont discutés pour chacun des principes actifs étudies sous forme pure
(2-ABZT, 2-AP) et engagée (IM1, IM2). Pour chaque méthode de synthése par
microencapsulation utilisée, les parameétres expérimentaux du procédé étudiés sont donnés et
leurs influences sur les caractéristiques des systemes microparticulaires obtenus (la taille et la

distribution en taille, la surface et I’efficacité d’encapsulation) sont discutées.
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La technique de microencapsulation par simple/double émulsion-évaporation de
solvant consiste a préparer une émulsion (simple ou double) puis a éliminer le solvant

organique par évaporation.

Lors de cette élimination, le polymere précipite, ce qui conduit a la formation d'une
microparticule. Dans un premier temps, le polymére choisi pour constituer les particules
est dissous dans un solvant organique non miscible a I’eau. 1l faut donc choisir le solvant
organique en fonction de sa miscibilité avec I’eau et de sa volatilité [82]. Ce mélange est
ensuite émulsifié dans une phase aqueuse contenant un tensioactif pour former une
émulsion O/w stable. Le solvant organique est alors évaporé par élévation de la

température ou sous pression réduite, ou simplement par agitation a température réduite.

La méthode de microencapsulation par simple émulsion-évaporation de solvant permet
I’encapsulation des principes actifs hydrophobes par simple ajout du composé dans la
solution de polymeére. Aprés évaporation du solvant organique, I’agent actif encapsulé se
trouve au sein de la matrice polymere [86-88].

Dans le cas d’un principe actif hydrophile, la méthode de double émulsion-
évaporation de solvant permet leur encapsulation avec une bonne efficacité d’encapsulation
tout en diminuant la perte du principe actif hydrosoluble pendant I’étape de I’émulsion. Celui-
ci doit au préalable étre dispersé sous forme de solution aqueuse dans la phase organique

contenant le polymere. Cette émulsion est elle-méme dispersée dans une phase aqueuse

externe pour constituer une émulsion double W/o/w.

Aprés évaporation du solvant organique, il se forme des Microsphéres contenant
le principe actif hydrosoluble. Enfin, les microparticules préparées doivent étre purifiées

pour eliminer le solvant résiduel [97].

111.11.3.2.1. Teneur en matiére active

La quantité du principe actif encapsulé dans les Microsphéres a été déterminée par la
méthode d’extraction dans un solvant adéquat pendant un temps suffisant pour la
solubilisation. Aprés, la solution obtenue est analysee par spectrophotometre UV-VIS pour
calculer la masse du principe actif extrait des Microspheéres.

La teneur en principe actif a été déterminée par extraction dans I’éthanol absolu selon

le protocole suivant :
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Dans un erlenmeyer bouché hermétiquement, une quantité d’environ 100 mg de
Microspheres est introduite dans 100 mL d’éthanol absolu sous agitation pendant 6 heures. La
solution obtenue est diluée dans le méme solvant et ensuite analysée par spectrophotométrie
UV-VIS a la longueur d’onde du maximum d’absorption dans ce milieu.

Les extractions sur chaque formulation ont été effectuées trois fois ; une valeur moyenne en
teneur en matiére active est ainsi obtenue en tenant compte de la polydispersité des

Microsphéres.

La teneur en principe actif PA (%T) est calculée par I’équation suivante :

Masse en P.A dans les Microsphéres

Teneur en PA (T, %) = ( ) X 100

Masse des Microspheéres

L efficacité de I’encapsulation (EE) du principe actif PA est définie par le rapport de la teneur

expérimentale en principe actif sur sa masse encapsulée initialement :

Teneur en PA expérimentale

Efficacité de I’encapsulation (EE, %) = ( ) x 100

Teneur théorique en PA

111.11.3.2.2. Détermination de la taille et de la distribution en taille des

Microspheres:

Pour établir les diameétres et les distributions en taille (6) des Microspheres, des images
ont été enregistrées grace a un Microscope Electronique a Balayage (MEB Quanta 200 FEI) et
un Microscope Optique (OPTIKA 4083. B1). Les mesures se font sur une population de plus
de 500 Microspheres.

Les diamétres moyens les plus significatifs (dio, dso, ds2 et dss), la distribution en taille (9) et
les fréquences, ont été calculées a I’aide d’un tableur Excel selon les équations suivantes
[151,152]

dsz: Le diamétre moyen de Sauter, d,, =Z:nidi3/Z:nidi2 ; 0 1 Distribution est calculée
par: duz/dio; diy = nd; /> le diamétre moyen en nombre, d,, = Z:nidi“/z“nidi3 :le
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diamétre moyen en poids ; i: représente un index de la population et d; est le diamétre de

la particule de la population 1.

Effectif « Ni » : nombre de microparticules de diamétre di

Fréquence en nombre % : Fn = (ni/2ni)*100
Fréquence en surface % : Fs= (ni*di%/Zni*di?) *100

Fréquence en masse % : Fm= (ni*di¥/Zni*di¥) *100

Distribution moyenne en nombre ou diamétre moyen en nombre :

dlozznidi/zni

Distribution moyenne en surface ou diamétre moyen en surface (ou diameétre de Sauter):

ds, :Znidig/znidiz

Distribution moyenne en masse ou diamétre moyen en masse ou en volume :

dys :Znidi4/2nidi3

Dispersion :
0= d43/ dio
111.11.3.2.3. Résultats et discussion
= RESULTATS GRANULOMETRIQUES
Un exemple de calcul des diametres moyens les plus significatifs (dio, ds2 et ds3), la

distribution en taille (o) et les fréquences a I’aide d’un tableur Excel selon les équations

données ci-dessus, est donné sur les Tableaux 10 et 11 :
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FEUILLES DE CALCULS DE LA DISTRIBUTION EN TAILLE DES MICROSPHERES

1. Formulation F; (Microspheéres chargées en 2-AP pure )

Tableau 10. Résultats granulométriques des Microsphéres F3 chargées en 2-AP.

Classe | Centre de classe Effectif Fréquence ennombre | Fréquence ensurface | Fréquence en masse
di (um) ni ni*di % nidi2 % nid;” % nid;*

0 0,0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 9,0 a3 3,87E+02 | 7,42659758 | 3,48E+03 | 0,11333415 | 3,13E+04 | 0,01221968  2,82E+05
2 34,5 74 2,55E+03 | 12,7806563 | 8,81E+04 | 2,86600696 | 3,04E+06 | 1,18454838 | 1,05E+08
3 61,6 190 1176404 | 32,8151986 | 7,21E+05 | 23,4596947 | 4,44E+07 | 17,31249 | 2,74E+09
4 86,7 219 1,90E+04 | 37,8238342 | 1,65E+06 | 53,5660523 | 1,43E+08 | 55,6371922 | 1,24E+10
5 106,8 51 545E+03 | 8,80829016 | 5,82E+05 | 18,9286662 | 6,21E+07 | 24,2185274 | 6,64E+09
6 128,0 2 2,56E402 | 0,34542314 | 3,28E+04 | 1,06624564 | 4,19E+06 | 1,63502238 | 5,37E+08

Somme 579 3,93E+04 100 3,07E+06 100 2,57E+08 100 2,24E+10

DIAMETRES MOYENS (um)

d1o = 67,93| Dispersion (8) = das/dio, =1,28
ds2 = 83,47
das = 87,27

Ces résultats granulométriques sont représentés sous forme d’organigramme de

distribution en taille des microspheres obtenues (Figure 34).
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Figure 34. Exemple de représentation graphique de la distribution en taille de Microsphéres
chargées de 2-AP (F3).
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2. Formulation F4 (Microspheres chargées en IM; )

Tableau 11. Résultats granulométriques des Microsphéres F4 chargées en M.

Classe | Centre de classe Effectif Fréquence ennombre | Fréquence ensurface | Fréquence en masse
di (um) ni ni*di % nidi? % nid;” % nid;*

0 0,0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 12,5 5 6,25E+01 | 0,92936803 | 7,81E+02 | 0,01975984 | 9,77E+03 | 0,00250974 | 1,22E+05
1 25,0 11 2,75E+02 | 2,04460967 | 6,88E+03 | 0,17388656 | 1,72E+05 | 0,04417143 | 4,30E+06
2 315 38 1,43E+03 | 7,06319703 | 5,34E+04 | 1,35157278 | 2,00E+06 | 0,51499871 | 7,51E+07
2 62,5 92 5,75E+03 | 17,1003717 | 3,59E+05 | 9,08952457 | 2,25E+07 | 5,77240267 | 1,40E+09
3 87,5 214 1,87E+04 | 39,7769517 | 1,64E+06 | 41,4403281 | 1,43E+08 | 36,8439914 | 1,25E+10
4 100,0 177 1,77e+04 | 32,8996283 | 1,77E+06 | 44,7678845 | 1,77E+08 | 45,4885408 | 1,77E+10
6 353,3 1 3,53E+02 | 0,18587361 | 1,25E+05 | 3,15704361 | 4,41E+07 | 11,3333853 | 1,56E+10

Somme 538 4,43E+04 100 3,95E+06 100 3,89E+08 100 4,73E+10

DIAMETRES MOYENS (um)

d1o = 82,32| Dispersion (8) = das/dio, 6= 1,47
da2 = 98,41
das = 121,58
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Figure 35. Exemple de représentation graphique de la distribution en taille de Microsphéres
chargées en IM> (Fa).

A la fin de chaque formulation, il a été établi la distribution en taille et de I’efficacité
d’encapsulation de chaque formulation Microsphéres et les résultats reportés dans le
Tableau 12 donnent les différents diamétres moyens des Microsphéres préparées.
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Tableau 12. Caracteéristiques des Microsphéres Fi-F4 et résultats de microencapsulation.

Parameétres du processus de %T % EE d1o ds» da3 02
microencapsulation
P (+SD) #SD) | (wm) | @m) | (um)
Code | Agent actif N %
encapsulé (rom) PVA

Fy 2-ABZT 600 1 25,32+0,1 | 75,97+0,3 | 69,01 | 89,65 | 107,44 | 1,56
F2 IM 600 1 21,17+0,7 | 63,51+0,1 | 81,96 | 93,33 | 98,53 | 1,20
Fs 2-AP 600 1 24,30+0,6 | 72,91+0,8 | 67,93 | 83,47 | 87,27 | 1,28
Fa IM; 600 1 18,79+0,4 | 56,37+1,0 | 82,32 | 98,41 | 121,58 | 1,47

EE-Efficacité d’Encapsulation ; T-Teneur en matiére active ; J : Dispersion est calculée
par : & =dys3/dqp.

Dans le but de préparer des systemes “’Microspheres chargées’” de principe actif libre
ou engage via la liaison azométhine, on a effectué I’encapsulation dans le polymeére
Ethylcellulose (EC).

Selon les propriétés physicochimiques de I’agent actif a encapsuler, on a choisi la

méthode de microencapsulation par évaporation de solvant appropriée.

Pour la 2-ABZT pure, la méthode de simple émulsion-évaporation de solvant a été
choisie.
Pour la 2-AP et les deux bases de Schiff 1M1 et 1Mz, le procédé de la double émulsion-
évaporation de solvant a été utilisé pour minimiser la perte de I’agent actif hydrosoluble a
encapsuler. Cette technique a été choisie selon le travail de M. K. Das et al [97] qui ont fait
une étude sur I'encapsulation d’un principe actif hydrosoluble avec une bonne efficacité
d’encapsulation. Ils ont montré un pourcentage de I’EE important qui permet I'encapsulation

de cet agent actif.

e La teneur en matiére active (taux d'encapsulation)

Le taux d'encapsulation et I’efficacité d’encapsulation %EE sont représentés par les
équations données précédemment. La masse desirée a étée déterminée par la technique

d'extraction dans des solvants adéquats. Les extractions ont eté repétées trois fois a cause de la
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polydispersité des Microsphéres. L'analyse de ces quantités a été réalisée par

spectrophotométrie UV-VIS au Aanalytique de chaque principe actif.

Sur le Tableau 12 sont reportées les conditions de formulation et les caractéristiques
physicochimiques des Microspheres en Ethylcellulose F1 (2-ABZT), F2 (IMy), F3 (2-AP), F4
(IM2).

La teneur en matiére active est de 25,32% pour les Microspheres F1 chargées de la
2-ABZT pure déterminée par extraction et de 21,17% pour les Microsphéres F> chargées de

son monomere support 1Ms.

Pour les Microsphéres Fs et F4, les taux d’encapsulation sont de 24,30% et de 18,79%
respectivement. Ces pourcentages montrent I’efficacité de la méthode de la double émulsion
pour I’encapsulation de principe actif hydrosoluble.

L efficacité d’encapsulation (EE) pour les formulations Microsphéres préparées Fi-Fs
est comprise entre 56,37% et 75,97%.
En se basant sur la nature du composé encapsulé (forme libre ou engagée) et de sa solubilité,
la base de Schiff encapsulée est hydrosoluble ce qui facilite son entrainement vers la phase

externe et donc la diminution de sa quantité emprisonnée dans les Microspheéres.

IILIL3.3. Caractérisation et observation de la surface et morphologie des
Microspheres par Microscopie Optique (MO) et par Microscopie Electronique a

Balayage (MEB)

Nous décrirons ensuite pour chaque formulation de Microsphéres préparées par le
procédé de simple/double émulsion-évaporation de solvant les différences de taille et de
morphologie de la surface. Les remarques ont été tirées lors des observations en Microscopies
Optique (MO) et Electronique a Balayage (MEB).

IIL.I1.3.3.1. Observation au Microscope Optique :

La forme et la taille des Microsphéres ont été déterminées par Microscope Optique
(OPTIKA 4083. B1). L'analyse au Microscope Optique montre la forme sphérique des
Microspheres préparées et la variété de leurs tailles. La Figure 36 représente I'observation par

Microscope Optique de I’échantillon F1.

79



Partie Expérimentale MICROENCAPSULATION

X ¥ P it _
Figure 36. Observation des Microspheres chargées de 2-ABZT (F1) par Microscope Optique.

L'analyse par Microscopie Optique de la formulation F3 nous montre que les
Microsphéres préparées ont une forme bien sphérique, elle nous donne I'information sur la

variété des tailles des particules, et I'absence de formation d’agrégats (Figure 37).

Figure 37. Observation des Microspheres chargées de 2-AP (Fz) par Microscope Optique.

IIL.IL.3.3.2. Caractérisation et observation de la surface et morphologie des Microspheres

par Microscopie Electronique a Balayage (MEB)

La caractérisation de forme, de morphologie, de taille et de surface des Microspheres
est réalisée par Microscopie Electronique a Balayage (MEB, Quanta 200 FEI, France) du
Centre d'Imagerie de I'Université de Bordeaux-1.

Une petite quantité de la poudre des Microsphéres est mise sur un support métallique
sur lequel est placée une pastille de carbone double face autocollante.
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L’analyse, I’observation et la prise des photos ont éte effectuées avec des

agrandissements allant jusqu’a 1000 fois sous une tension de 6 kV.

L'observation par Microscopie Electronique a Balayage des Microspheres préparées
montre que ces dernieres ont une forme sphérique, et I'agent encapsulé est dispersé dans la
matrice "Ethylcellulose”. Pour la formulation Microspheres F1 contenant la 2-ABZT sous sa
forme pure, la surface de ces Microsphéres parait ridée et ne contient pas de pores
(Figure 38). Par contre, la formulation Microsphéres F» contenant son monomeére support

(base de Schiff IM1) montre une surface plus lisse (Figure 39).

Tasy

e PR >
WD det 500 pm iV ag \ 100 pm
8.2 mm [LFD LOTO1 ABZT 5.20 k\ 000 3.1 mir LOTO1 ABZT

Figure 38. Micrographies MEB des Microspheres F1 (2-ABZT pure) ; Conditions de
préparation : (% 2-ABZT :EC = 33,33%), 600 rpm, 1% PVA.

Figure 39. Micrographies MEB des Microsphéres F2> (IM1 monomeére support de la
2-ABZT) ; Conditions de préparation : (%IM;: :EC = 33,33%), 600 rpm, 1% PVA.
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Figure 40. Micrographies MEB des Microspheres F3 (2-AP pure) ; Conditions de
préparation : (%2-AP :EC = 33,33%), 600 rpm, 1% PVA.

Figure 41. Micrographies MEB des Microspheres F4 (IM2) ; Conditions de préparation :
(%IM; :EC = 33,33%), 600 rpm, 1% PVA.

Les caractéristiques de forme et de surface des Microspheres Fs et F4 visibles en MEB
sont illustrees sur les Figures 40 et 41.

Les Microsphéres F3 et F4 ont été préparées dans les mémes conditions opératoires
pour deux formes de principe actif 2-AP : 2-AP pure (F3) et 2-AP greffée sur un monomere

support 1Mz (F4) (Tableau 12). Les Microsphéres sont pratiqguement sphériques.

Les Microspheres chargées en 2-AP pure (F3) présentent une surface lisse et sans pores

visibles. Elles sont sphériques et individualisées avec une bonne dispersion (6 = 1,28) comme
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le montre les images données sur la Figure 40. Les Microsphéres F4 (IM2) sont sphériques et
montrent une surface un peu ridée (Figure 41). Les caractéristiques des Microspheres
obtenues et les résultats de microencapsulation sont résumés dans le Tableau 12.

I1LI1.3.4. Analyse des Microspheres par Spectroscopie Infra-Rouge (IR) :

Nous donnons ensuite des spectres IR (Spectrometre Bruker Alpha IFS 110) de I’agent
actif encapsulé pur, de polymere matrice et des Microspheres correspondantes. Ces spectres
sont présentés dans les Figures 42 et 43.

Le spectre IR de la formulation Microspheres Fz est comparé avec les spectres de la
2-AP pure et la matrice ethylcellulose EC (Figure 42). L’analyse confirme la présence des

bandes caractéristiques du 2-AP dans le spectre des Microspheéres préparées (F3):

2-AP Deux bandes d’élongation N—H a 3344,03 et a 3161,14 cm™ qui correspondent
au groupement amine primaire ;
N-H vibration de déformation (amine primaire) a 1645,30 cm™ ;
C=C vibration aromatique a 1578,30, a 1557,11 et a 1474,19 cm'%;
C-N vibration d’élongation de I’amine aromatique a 1358,34 cm'!;

N-H Déformation symétrique hors du plan a 602-642,04 cm™.

Pour le spectre IR de la formulation F4, on reléve les bandes caractéristiques suivantes :

C-H aromatiques (vibration de valences) a 3006,23-3086,44 cm-,

CH=N (bande de vibration de valence) a 1622,83 cm-+, cette bande apparait sous
d’un petit épaulement.

C=C vibration aromatique de valences a 1598,16 ; 1573,05 et 1519,88 cm+;

La présence des bandes de vibration de valence et de déformation hors plan des
liaisons vinyliques =C-H et =CH, 4 918,52 (=CH,) et 4 989,88 cm™ (=C-H).

Ces remarques sont aussi tirées lors de l'analyse des spectres IR de I'IMy, de
I'éthylcellulose et des Microspheres correspondantes (F4). Ces résultats confirment la présence

des bandes du monomeére IM2 dans le spectre IR des Microsphéres Fa.

Le spectre IR des Microspheres F1 apparait comme la sommation des spectres IR de
la 2-ABZT et d'ethylcellulose (Figure 43).
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Figure 42. Spectres IR de : a- 2-AP pure, b- Microsphéres chargees en 2-AP (Fs),
c-Microsphéres en EC (a blanc); d- Microspheres chargées en IM2 (Fa).

2-ABZT Deux bandes d’absorption (N—H) & 3399 et a 3274 cm™ qui correspondent au
groupement amine primaire;
(C=N) du noyau benzothiazole a 1636 cm;
(C=C) vibration aromatique a 1537 cm™;
(C-S) le groupe thio & 1255,37 cm™.

L'analyse en IR confirme la présence de la 2-ABZT dans les Microsphéres obtenues.

Pour le spectre IR des Microsphéres F> (Figure 43), on reléve les bandes caractéristiques
suivantes : C—H aromatiques (vibration de valences) a 3010-3092,18 cm; la présence des

bandes de vibration de valence et de deformation hors plan des liaisons vinyliques (=C-H) et
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(=CH2) a : 912,74 (=CHy) et a 979,88 cm™ (=C-H); la fréquence vibrationnelle (uVC=N,
imine) de la fonction imine apparait vers 1679,95 cm™; (C=C) aromatique (valences) a 1475
et a 1579,43 cm™. L’analyse IR confirme la présence des bandes caractéristiques du

monomere IM1 dans le spectre des Microsphéres préparées (F2).
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Figure 43. Spectres IR de : a-2-ABZT pure, b-Microsphéres en EC (a blanc), c-
Microspheres chargées en 2-ABZT (F1) et d- Microspheres chargées en IM1 (F2).
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EVALUATION ET OPTIMISATION DU PROCEDE DE MICROENCAPSULATION

IVV. Microencapsulation du PABA : Evaluation et optimisation du protocole et des

conditions opératoires du procédé de Simple Emulsion-Evaporation de Solvant.

Introduction

Au cours de ce travail ont été préparées dans différentes conditions des Microspheres
en éthylcellulose chargées de PABA par la méthode d’évaporation de solvant (o/w). Cette
préparation s’est déroulée a des rapports PABA:EC, des vitesses d’agitation, des
concentrations de surfactants (PVA et Tween 80) différents en vue d’évaluer leur action sur
’efficacité d’encapsulation de PABA. Cette dernicre est trouvée comprise entre 37 a 79%
favorable a la mise en point d’un "PABA-retard". Les Microsphéres caractérisées par FTIR,
DSC, DRX et observées en MEB sont sphériques et de surface poreuse permettant la
diffusion de PABAH" vers I’extérieur au pH = 1,2 a 37 °C. Les pourcentages % PABAH"
libérés en fonction du temps sont favorisés a masses égales par les Microspheres de plus petite

taille de surface de contact plus grande avec le milieu aqueux d’étude.

La microencapsulation de PABA dans des Microsphéres en ethylcellulose
biocompatible comme polymeére matriciel permet son utilisation par voie orale avec sa
libération prolongée dans I'estomac a des doses en dessous de son seuil de toxicité. Cette
forme galénique microparticulaire peut étre utilisée avantageusement pour le traitement des
cancers de la peau, par exemple, en association avec des médicaments en trithérapie ou PABA
exalte l'action de ces derniers. L’objectif recherché est de préparer des Microsphéres en

ethylcellulose chargées de PABA par la méthode d’évaporation de solvant [86-88].

Différentes formulations Microspheres sont fabriquées dans cette étude en vue
d’¢étudier les effets des parametres suivant : le rapport PABA:EC, la vitesse d’agitation, la
concentration et la nature du surfactant utilisé (PVA ou Tween 80) sur les caractéristiques des

Microspheres pour le contréle du taux de libération de PABAH™.

Les Microsphéres ont été caractérisees par MEB, FTIR et DSC. La libération de
PABAH" a été suivie par UV-VIS en milieu reconstitué a pH = 1,2 et a 37°C.

Il a été appliqué ensuite aux profils % PABAH" en fonction du temps les modeles
cinétiques de Higuchi, de Korsmeyer-Peppas et de Hixon-Crowel pour valider le mécanisme

de libération.

Enfin, les diffusivités du PABAH" sont calculées a I’aide du modele mathématique

adéquat selon la loi de Fick.
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IV.1. Synthese des Microspheres chargées de PABA par le procéde

de « Simple Emulsion-Evaporation de Solvant (0/w) » :

a. Dispositif expérimental

Le méme type de réacteur (Figure 29) est utilisé pour I’encapsulation du PABA par
simple émulsion-évaporation du solvant. L’agitation est assurée par le méme agitateur avec un

pas d’agitation de 4 pales.

b. Protocole et conditions opératoires

Dans cette méthode, I’encapsulation du principe actif a été effectuée selon le mode

opératoire suivant:

Dans la premiere étape, la phase organique (dispersee) est préparée par dissolution du
polymere matrice (ethylcellulose EC ou cellulose acétate butyrate CAB) et du PABA dans
32 g du dichlorométhane (DCM) sous un léger chauffage a reflux et agitation & un

pourcentage connu. La composition des formulations est donnée dans le Tableau 13.

Dans la deuxiéme étape, une solution aqueuse d’alcool polyvinylique (PVA) est
préparée a partir de la dissolution de PVA (0,5, 1 et 2 g) dans 100 mL d’eau distillée sous
forte agitation et chauffage a 80 °C. Cette solution aqueuse constitue la phase continue de

I’émulsion.
Les deux solutions sont refroidies a température ambiante (25°C).

L’émulsion (0/w) a été préparée par la dispersion de la phase organique dans un bécher
(600 ml, @ = 80 mm) contenant 100 mL de la solution aqueuse de PVA préalablement agitée
mécaniquement. L’agitation mécanique est maintenue pendant 5 heures afin de maintenir les
microparticules en suspension et pour une évaporation compléte du solvant (DCM).
L’évolution de la taille de Microspheres formées est contr6lée par Microscopie Optique

pendant le processus d’évaporation. Cela permet aussi de controler le temps de ce processus.

Les Microsphéres sont récupérees alors par filtration sous vide, lavés plusieurs fois
avec l'eau dé-ionisée et séchées dans un dessiccateur contenant du CaCl, comme desséchant

jusqu’a poids constant. Aprées leur séchage, les Microspheres sont préservées dans des
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piluliers bien fermés. Le contenu des différentes Microspheres fabriquees est résumé dans le
Tableau 13.

Dans [D’ensemble des expériences de microencapsulation préparées, plusieurs
parametres physico-chimiques ont été étudiés. Par contre, on a fixé constant le rapport
massique entre la phase organique sur la phase aqueuse. La quantité de solvant utilisé dans la
phase organique interne est gardé constante mpcm = 32 @, pour toutes les expériences
¢laborées. Pour la phase externe, la quantité d’eau est de 100 g ; soit un rapport massique

entre les deux phases: % (Mphase org./ Mphase ag.) = 32%.

Les conditions opératoires de 1I’encapsulation et les paramétres variables sont les suivants :

= Parameétres attachés a la phase organique interne
1. Le rapport de la masse initiale de principe actif par rapport au polymeére :
(Y%oPABA/Pol : %PABA:EC) : le procédé de I’encapsulation a été réalisé avec
quatre valeurs du rapport massique %PABA:EC (20%, 25%, 33,33% et 50%).
2. Le pourcentage du polymere dans la phase organique dispersée (%Pol./Sol.) :
(1,56%, 3,12%, 4,68% et 6,25%) dans le solvant dichlorométhane (DCM).
3. La nature du polymere matriciel : deux dérivés cellulosiques sont utilisés comme

matrices a savoir I’ethylcellulose (EC) et la cellulose acétate butyrate (CAB).

= Parametres attachés a la phase aqueuse externe
1. Lanature et la concentration en tensioactif dans la phase aqueuse externe :
On a réalisé I’encapsulation avec deux différents tensioactifs pour étudier I’effet de
chaque tensioactif sur les caractéristiques des Microspheéres :
e Polyvinylalccol (PVA) : trois pourcentages en PVA (%PVA / eau) (0,5%,
1% et 2%).
e Polyethylene Glycol sorbitan monooleate (Tween 80) : deux pourcentages
en Tween 80 (% Tween 80 / eau) ont été utilisés (0,5% et 1%).

HOICHCH Ol {jﬂGHa-%mH
OH o GHOCHCHIOH fi’ Tween 80
PYA CH:0=(CHoCH;0),.1=CHsCH 0= C = CHa{CHa)yCH;CH=CHCH,{CHz)e CHy

Figure 44. Les structures des tensioactifs utilises PVA et Tween 80.
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= Parametres physiques :
La vitesse d’agitation mécanique (N) pendant I’émulsion et 1’évaporation du solvant :
trois vitesses d’agitation ont été utilisées (600 rpm, 900 rpm et 1200 rpm).
Les effets de ces parametres et des conditions opeératoires sur les
caractéristiques des Microspheres obtenues et sur la vitesse de libération du principe

actif dans un milieu gastrique reconstitué pH 1,2 ont été étudies et discutés.

Tableau 13. Conditions des différentes Formulations Microsphéres chargées de PABA.

N Code Pol. Rapport Vitesse d’agitation,  Concentrations des surfactants, %
du lot PABA:Pol. rpm
PVA Tween 80
1 F11 EC 1:1 600 1 -
2 F12 EC 1:2 600 1 -
3 F13A EC 1:3 600 1 -
4 CAB13 CAB 1:3 600 1 -
5 F14 EC 1:4 600 1 -
6 F13B EC 1:3 600 0,5 -
7 F13C EC 1:3 600 2 -
8 F13D EC 1:3 900 1 -
9 F13E EC 1:3 1200 1 -
10 T13A EC 1:3 600 - 0,5
11 T13B EC 1:3 600 - 1

IVV.2. Caractérisation des Microsphéres chargées de PABA
Les avancées dans le domaine de la microencapsulation sont tres prometteuses mais la
caractérisation des microparticules et la stabilité des principes actifs encapsulés ont besoin
d’étre améliorées et spécifiés pour chaque application.
Nous nous sommes plus particulierement intéressés a [’optimisation des
caractéristiques microparticulaires appliquées en pharmacie, pour cela, on se base sur
I’UV-VIS, la Microscope Optique, la MEB, I'IR, la DSC, la DRX, suivies de la libération des

agents actifs a partir de ces systemes microparticulaires.

IV.2.1. Dosage de I’acide p-aminobenzoique (PABA)
a. Recherche de Amax -

La valeur de la longueur d’onde Amax est déterminée en relevant le spectre
UV-VIS (Figure 45) d’une solution a concentration connue (10 mole. L) de PABAH".
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On donne ci-dessous un exemple du spectre UV-VIS de PABAH* dans le milieu d'étude
reconstitué pH = 1,2 a 37 °C.
b. Droites d’étalonnage et Calcul de ¢ :

La Densité Optique (DO) ou I’Absorbance (ABS) et la concentration (Mole/L) sont liées par
la loi de Beer-Lambert. La valeur de ¢ correspond a la valeur de la tangente de la droite
DO =f (C) ala longueur d’onde du PABAH" Amax =226 nm (Figure 46).
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Figure 45. Spectre d’absorption UV-VIS du PABA danspH =1,2 (37°C) a la
concentration 10 Mole. L.
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Figure 46. Droite d’étalonnage du PABA dans pH = 1,2 (37°C) a Amax = 226 nm.
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1V.2.2. Détermination de la teneur en matiéere active

La teneur en principe actif a été déterminée par extraction dans 1’¢thanol absolu selon le

protocole suivant :

Dans un erlenmeyer bouché hermétiquement, une quantité d’environ 100 mg de
Microspheres est introduite dans 100 mL d’éthanol absolu sous agitation pendant 6 heures. La
solution obtenue est diluée dans le méme solvant et ensuite analysée par spectrophotométrie
UV-VIS a la longueur d’onde du maximum d’absorption dans ce milieu.

Les extractions sur chaque formulation ont été effectuées trois fois ; une valeur moyenne en
teneur en matiére active est ainsi obtenue en tenant compte de la polydispersité des

Microsphéres.

La teneur en principe actif PABA (%T) est calculée par I’équation suivante :

Masse en PABA dans les Microspheres

Teneur en PABA (T, %) = ( ) X 100%

Masse des Microsphéres

L’efficacité de I’encapsulation (EE) du PABA est définit par le rapport de la teneur

expérimentale en principe actif sur sa masse encapsulé initialement :

Teneur en PABA expérimentale

Efficacité de I’encapsulation (EE, %) = ( ) X 100%

Teneur théorique en PABA

1v.2.3. Taille et distribution en taille

Pour établir les diameétres et les distributions en taille (5) des Microspheres, des images
ont été enregistrées grace a un Microscope Electronique a Balayage (MEB Quanta 200 FEI) et
un Microscope Optique (OPTIKA 4083. B1). Les mesures se font sur une population de plus
de 500 Microspheres.

Les diameétres moyens les plus significatifs (dio, d32 et ds3), la distribution en taille (o)
et les fréquences, ont été calculées a I’aide d’un tableur Excel selon les équations données

préecédemment [151,152].
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e RESULTATS GRANULOMETRIQUES DE LA FORMULATION CAB13

Un exemple de calcul des diamétres moyens les plus significatifs (dio, d32 et daz), la

distribution en taille (6) et les fréquences a ’aide d’un tableur Excel selon les équations

données ci-dessus, est donné sur le Tableau 14 :

Tableau 14. Résultats Granulométriques de la Formulation Microspheres chargées en PABA
CAB13 (Conditions de préparation : 1:3 PABA:CAB, 1% PVA et 600 rpm).

Classe | Centre de classe Effectif Fréquence ennombre | Fréquence ensurface | Fréquence en masse
di (um) hi nitdi % nidi? % nid;’ % nid;"*
0 0,0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 42,9 53 273,17 | 9,566787 | 97541,73 | 2,37210225 | 4184540,22 | 1,068761 | 179516775,3
2 68,5 21 15138,5 | 39,8016968 | 1036987,25 | 25,2183326 | 71033626,6 | 18,1424878 | 4865803424
3 91,6 170 15572 | 30,6859206 | 1426395,2 | 34,6882843 | 130657800 | 33,3709211 | 11968254509
4 1172 107 12540,4 | 19,3140794 | 1469734,88 | 35,7422553 | 172252928 | 43,9946093 | 20188043154
5 164,7 3 494,1 | 0,54151625 | 81378,27 | 1,97902556 | 13403001,1 | 3,42322074 | 2207474276
Somme 554 46018,7 100 [4112037,33| 100 | 39153189 | 100 | 39409092139
DIAMETRES MOYENS (1m)
dio = 83,06 Dispersion 6=1,21
da2 = 95,21
da3 = 100,65

Ces résultats granulométriques sont représentés sous forme d’organigramme de

distribution en taille des Microspheres obtenues (Figure 47).

I1V.3. Résultats et discussion

Cette partie présente les résultats des caractérisations obtenues concernant les différentes

formulations Microspheres chargées de PABA préparées.

Les conditions expérimentales du procédé sont données et leur influence sur les

propriétés des Microsphéres obtenues (la taille et la distribution en taille, 1’efficacité

d’encapsulation, la surface et la morphologie des Microsphéres) sont étudiées.
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Figure 47. Exemple de représentation graphique de la distribution en taille de Microspheres
CAB13 chargées en PABA.

IV.3.1. Caractérisation de la surface et morphologie des Microsphéres par Microscopie

Electronique a Balayage MEB

Les formulations de PABA ont été préparées par microencapsulation par simple
émulsion-évaporation de solvant.

Les caractéristiques de forme et de surface des Microspheres sont observées en MEB.
Sur le Tableau 15 sont reportées les conditions de formulation et les caractéristiques

physicochimiques des Microsphéres en dérivés de cellulose (EC et CAB) chargées de PABA.

e 1V.3.1.1. Etude de I'influence des paramétres du processus et des conditions

opératoires de microencapsulation :

e Nature du polymére matriciel ethylcellulose "EC™" ou cellulose acétate
butyrate "CAB""

La microencapsulation de PABA a été réalisée dans deux polymeres,
I'éthylcellulose (EC) et la cellulose acétate butyrate (CAB). Les Microspheres préparées avec
I'éthylcellulose sont sphériques, de taille plus grande et de surface peu ridée avec des pores

visibles.
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Tableau 15. Les effets des parametres et conditions de formulations sur les caractéristiques des
Microsphéres et les résultats d’encapsulations ; EE-Efficacité d’Encapsulation ; T-Teneur réelle
en PABA.

Code Teneur T,% EE, % dio (um) ds2 (um) daz (Um) 02

Théorique,%

F11 50,00 25,10 50,20 80,95+2,00  90,00+0,67 148,45+2,61 1,83+0,01
F12 33,33 19,45 58,35  73,15+0,52 106,04+0,50 127,73+0,61 1,74+0,02
F13A 25,00 16,85 67,40 87,45%x1,98 121,112,997 147,21+0,50 1,69+0,04
CAB13* 25,00 19,16 76,64 83,06+2,36  9521+188 100,65+1,95 1,21+0,13
F14 20,00 15,81 79,05 114,73+1,12 164,61+0,72 182,17+0,79 1,59+0,01
F13B 25,00 15,26 61,04 83,83+1,64 142,91+3,34 159,54+3,84 1,90+0,08
F13C 25,00 17,55 70,20 69,02+2,79  77,54%¥1,26  91,13+2,93 1,31+0,01
F13D 25,00 14,06 56,24  64,05+0,78  62,74+0,08  94,46x0,84 1,47+0,00
F13E 25,00 13,00 52,00 40,05+0,09  47,04+0,11  50,12+0,68 1,25+0,02
T13A 25,00 09,38 37,52 441,30+0,69 869,28+1,06 987,45+3,87 2,23+0,01
T13B 25,00 12,52 50,08 397,64+3,36 793,21+2,55 965,58+0,99 2,42+0,02

CAB13%: Formulation préparée en polymére CAB, tout le reste de formulations ont été préparées en
polymére EC.

En comparant CAB et EC, les Microspheres en CAB sont bien sphériques et plus
petites avec une surface plus lisse et moins poreuse que les Microspheres en EC
(Figure 48 et 49). Dans les mémes conditions opératoires, I’EE est plus élevée avec les

Microsphéres en CAB que celles en EC.

La teneur en principe actif PABA dans les Microsphéres, déterminée par

extraction est plus faible avec les Microspheres en EC.

En se basant sur la viscosité de leurs phases organiques, la solution de CAB est
plus visqueuse et dans ce cas le principe actif PABA est moins mobile ce qui empéche son
entrainement vers la phase externe et donc la quantité emprisonnée dans les Microsphéres en
CAB est plus importante. Ces différences sont tirées des Microspheres des images MEB des
Figures 48 et 49.
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2 B
HV |mag O| WD |det 100 pm
5.70 kV | 1000x |8.2mm |LFD FO1 PABA

Figure 48. Micrographies MEB des Microsphéres de PABA ; Conditions de préparation,
F13A : un rapport 1:3 PABA:EC, 1% PVA et a la vitesse de 600 rpm.
: i : -

HV |[mag O mode| WD 500 um HV |mag O |mode| WD 200 ym
215 x SE (9.0 mm 1 6.00 kV | 600 x SE (9.1 mm 1

Figure 49. Micrographies MEB des Microsphéres de PABA ; Conditions de préparation,
CAB13 : un rapport 1:3 PABA:CAB, 1% PVA et a la vitesse de 600 rpm.

e Nature de tensioactif :

Les différents tensioactifs utilisés sont : polyvinyl alcool (PVA) et Tween 80. Le

PABA a été encapsulé par I'éthylcellulose utilisant deux tensio-actifs : PVA et Tween 80.

Sur les Microspheres des Figures 48 et 50 préparées a des rapports PABA:EC
identiques (1:3) et a la méme vitesse d’agitation (600 rpm) est étudiée 1’effet des tensio-actifs

polyvinyl alcool (PVA) et Tween 80. La présence de PVA conduit a des Microspheres bien

96



EVALUATION ET OPTIMISATION DU PROCEDE DE MICROENCAPSULATION

sphériques et plus petites avec un diamétre moyen ds» compris entre 77,54 et 142,91 um
(Tableau 15) alors que le Tween 80 donne de plus grosses microparticules de sphéricité
médiocre de ds> compris entre 793,21 et 869,28 um. Les pores dans ce derniers cas ont des

diametres plus importants (Figure 50 et 51).

Les effets comparatifs entre le PVA et le Tween 80 décrits dans le Tableau 15
montrent 1’action directe des tensio-actifs PVA et Tween 80 sur la quantité de PABA
encapsulé (T) et I’efficacité de cette encapsulation (EE), sur le diameétre moyen ds et sur la
dispersion ’0’’ des systémes microparticulaires. Le PVA agit plus fortement que le Tween 80
sur 1’abaissement de la tension interfaciale o/w réduisant la coalescence des gouttelettes.
La comparaison des images MEB des Microspheres (F13A) et d (T13B) (Figure 48 et 50)
réalisées a la méme concentration (1%) en PVA et Tween 80 respectivement conforte ces

résultats.

Puisque avec le PVA, nous obtenons des Microsphéres bien sphériques, de petite taille
et individualisées, 1'utilisation du Tween 80 n'est pas nécessaire du moment qu’il défavorise
I’efficacité d'encapsulation. Nous avons obtenu des différences de taille, de morphologie et
d'efficacité d'encapsulation. 1l nous reste a étudier les différences lors de la libération du
principe actif.

HV [mag O] WD |det e —) HV [mag O] WD | det| =——300 ym ——
6.00kV| 120x |6.8 mm|LFD T04 PABA (25%) 6.00 kV| 500x [6.7 mm|LFD T04 PABA (25%

Figure 50. Micrographies MEB des Microsphéres de PABA; Conditions de préparation,
T13B : un rapport 1:3 PABA:EC, 1% Tween 80 et a la vitesse de 600 rpm.
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e Laconcentration du tensioactif :

L’augmentation de la concentration de PVA favorise a la fois I’encapsulation de
PABA, I’efficacité d’encapsulation EE, diminue da2 et la dispersion * é ’’. Ces résultats sont

en conformité avec la littérature [82,86-88].

En effet, le taux de PABA encapsulé augmente de 09,38% a 12,52% en augmentant le
% Tween 80 de 0,5% a 1%. L'augmentation de la concentration en Tween 80 fait augmenter
le taux de PABA encapsule.

Ces différences sont tirées des Microsphéres des images MEB (Figures 48 et 50-53).
La comparaison des images MEB des Microsphéres réalisées dans les mémes conditions

opératoires en PVA et Tween 80 conforte ces résultats.

Figure 51. Micrographies MEB des Microsphéres de PABA; Conditions de préparation,
T13A : un rapport 1:3 PABA:EC, 0,5% Tween 80 et a la vitesse de 600 rpm.
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ot

T —— HV [mag O] WD |det| —m 9 — — —
FO3 PABA 5.20 kV| 500 x |8.6 mm |LFD F03 PABA

Figure 52. Micrographies MEB des Microspheres de PABA ; Conditions de préparation,
F13B : a un rapport 1:3 PABA:EC, 0,5% PVA et a la vitesse de 600 rpm.

— T

HV [mag O] WD | det O R £ — A =R R — 0 pm -
570kV| 240x |7.7 mm|LFD FO2 PABA 570kV| 500x |7.5mm|LFD FO2 PABA

Figure 53. Micrographies MEB des Microsphéres de PABA ; Conditions de préparation,
F13C : un rapport 1:3 PABA:EC, 2% PVA et a la vitesse de 600 rpm.

e La vitesse d'agitation pendant I'émulsion :

La taille des microparticules est déterminée par les conditions du processus de la
microencapsulation [88, 91-95]. Les vitesses choisies sont : 600, 900 et 1200 rpm.

L’augmentation de la vitesse d’agitation de 600 a 900 et a 1200 rpm est montrée sur
les Microsphéres F13A, F13D et F13E préparées a 1% PVA : le diamétre de Sauter (ds2) a
diminué de 121,11 a 47,04 um la dispersion (o) est améliorée de 1,69 a 1,25 (Tableau 16) et
I’efficacité de I’encapsulation EE chute de 67,40 & 52,00% (Tableau 15).
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Tableau 16: Le diametre moyen de Sauter dz> des Microspheres en EC en fonction
de la vitesse d’agitation.

N (rpm) 600 900 1200
daz (M) 121,11+2,97 62,74+0,08 47,04+0,11
Dispersion (3) 1,69+0,04 1,47+0,00 1,25+0,02

L'augmentation de la de vitesse d’agitation pendant 1’étape de 1’émulsion induit la
diminution de la taille des microgouttelettes et par conséquent la surface totale de contact de
la phase dispersée avec la phase continue augmente. Dans ce cas, le passage du principe actif
PABA a travers cette interface vers la phase aqueuse est plus important, ce qui fait diminuer
le taux du PABA encapsulé dans les Microspheres.

Puisque avec 600 rpm de vitesse d’agitation, nous obtenons des Microspheres
bien sphériques et individualisées, I'augmentation de la vitesse n'est pas nécessaire du moment

qu’elle défavorise I’efficacité d'encapsulation.

e Le pourcentage initial en principe actif : le rapport initial PABA:EC

Afin d'obtenir un taux encore plus important en PABA encapsulé, nous avons
augmenté sa quantité initiale dans la phase organique. Les résultats apparaissent intéressants
puisque on atteint un taux élevé allant jusqu'a 25,10 %.

Les Microspheres des Figures 54 et 55 ont été préparées dans les mémes conditions
opératoires pour deux rapports PABA:EC différents: 1:2 et 1:4 (Tableau 15). Les
Microspheres sont pratiguement sphériques, la plus riche en EC (F14) présente une surface
parfaitement lisse et sans pores visibles (Figure 55). Les Microsphéres préparées avec un
rapport PABA:EC 1:2 ont une surface rugueuse et poreuse (Figure 54). Le diamétre moyen

ds2 augmente avec 1’augmentation de la concentration en ethylcellulose EC.

La décroissance du rapport PABA:EC de 1:1 a 1:4 augmente [’efficacité
d’encapsulation EE de PABA de 50,20% a 79,05% a vitesse 600 rpm et a 1% PV A constants.
Ainsi, ’augmentation de la viscosité des gouttelettes dispersées due a la concentration de plus

en plus élevée en polymére EC empéche la perte de PABA.

Enfin, une bonne dispersion (6) comprise entre 1,21 et 2,42 des diametres moyens des

Microsphéres préparées est obtenue comme le montrent les valeurs du Tableau 15.
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1VV.3.2. Analyse des Microspheres par Spectroscopie Infra-Rouge : Identification du

principe actif °PABA”’’ encapsulé

L’analyse FTIR (Spectromeétre Bruker Alpha IFS 110) montre que le spectre des

Microsphéres obtenues est la somme des spectres du principe actif (PABA) et de la matrice
cellulose acétate butyrate (CAB) (Figure 56) ou ethylcellulose (EC) (Figure 57).

Les spectres montrent la preésence effective du PABA dans le spectre des Microspheres
préparées : (C=0) et (vC-OH) a 1659,60 cm™ et 1285,15 cm™, les bandes caractéristiques du

groupe —COOH, (C-N) a 1343 cm™, la bande de vibration aromatique (C=C) a 1622 cm™ et du
groupement amine (N-H) a 3359-3457 [150].
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Figure 56. Spectres IR de: (a)- PABA pur, (b)- Microsphéeres en CAB (a blanc) et
(c)- Les Microspheres CAB13.

102



EVALUATION ET OPTIMISATION DU PROCEDE DE MICROENCAPSULATION

%

e =
w 9
B

<
(<}

Transmittance (%)
® %
e W

N
b

3500 3000 2500 20000 1500 1000 SO0

100
95 bv\/—_’v—\h\f'
90
854

KO
754

Transmittance (%)

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Transmittance, %
xn
)

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

2
3

Q0

| W [J
: '

Transmittance (%)

%

-

- v v v
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

100 |-§.‘@- ‘ . |
e VAWa P oot ] | Kl
i e I\ 1 ,' L ‘, ’ il \ | " '-]‘u’l "‘ !

/|
U . N PR !

Transmittance (%)
~N
(o]

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nombre d'onde ¢cm™!

Figure 57. Spectres IR de: (a)- PABA pur, (b)- Microspheéres d’Ethylcellulose
(a blanc), (c)- Microspheres F14, (d)- Microspheres F13C et (e)- Microspheres T13B.
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IVV.3.3. Caractérisation des Microsphéres par DSC :

Les courbes de DSC ont été déterminées sur un appareil DSC (DSC Setaram,
chauffage entre 20-300°C avec vitesse de 5°C/min et les masses des échantillons de 5 a
10 mg).

Une étude comparative a été réalisée entre les courbe DSC de polymeére
(ethylcellulose) et de principe actif (PABA) et des Microspheres chargées de PABA (F14)
(Figure 58).

La comparaison des courbes DSC (a), (b) et (c) de la Figure 58 laisse apparaitre le pic
fin de fusion de PABA (191°C: litt.190°C) sur (a) accompagné d'un pic endothermique
positionné a 250°C.

La courbe (b) des Microspheres en EC pure (essai a blanc) montre un Tg~85°C
difficilement détectable en général dépendant de la masse moléculaire et du degré de
substitution de I'éthylcellulose utilisée. La variabilité du Tg de EC notée par certains auteurs
[96,97, 153] dépend intimement de la structure de cette derniere et de Il'ajout de certains
composés comme les plastifiants [96] pour favoriser la porosité des Microspheres. Il a été
montré d'autre part que I'élongation, la flexibilité et le Tg diminuent nettement avec
I'accroissement des groupements ethoxyls de I’EC. Aux températures plus élevées
apparaissent dans notre cas (b) deux bandes ‘’endo/exothermique’ a 106-190 °C
généralement toujours observées pour EC pure. La bande exothermique la plus intense
apparaissant a 190 °C est associée a la dégradation oxydative de I’EC [153], fortement

dépendante de la méthode utilisée en DSC.

La bande endothermique a 106°C correspond a la fusion de I’EC qui est généralement

cinétiguement empéchée démontrée par sa faible intensiteé.

La courbe DSC (c) des Microspheres de I’EC chargées en PABA donne la fusion de
PABA a 171 °C en présence de ’EC. Ce décalage est a mettre au compte d'une interférence
entre PABA et la matrice polymeére EC. Enfin, la bande endothermique apparaissant a 250 °C
sur les graphes (a) et (c) accompagnant PABA et semble étre un composé dérivant d'une

éventuelle dégradation de PABA aux températures supérieures a sa fusion a 191 °C.

IVV.3.4. Caractérisation des microsphéres par DRX :

La diffraction de rayons X (DRX) est la méethode la plus efficace et la plus simple pour
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caractériser un composé cristallisé. La technique DRX a éte largement utilisée avec la DSC
pour étudier 1'état physique de 1’agent actif dans la matrice de polymére. Elle se base sur la
mesure des angles de diffraction des rayons X par les plans cristallins de I’échantillon a
analyser. L’appareil utilisé est un diffractométre a poudre (Diffractometre DRX BRUKER D8
Advance). Les analyses ont été réalisées a température ambiante. L’échantillon a analyser est
placé sous forme de poudre sur un support plat. Les conditions générales d’acquisition
correspondent a une plage angulaire en 20 allant jusqu'a 70°. Les diffractogrammes obtenus
ont été traités avec le logiciel EVA, commercialisé par la société SIEMENS (Université

Es-Senia, Oran).
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Figure 58. Thermogrammes DSC de (a)- PABA pur, (b)- Microsphéres d’cthylcellulose (a
blanc) et (c)- Microspheres F14.
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Figure 59. Diffractogrammes DRX de (a)- PABA pur, (b)- Microsphéres d’ethylcellulose

(essai a blanc) et (c)- Microspheres F14.
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Dans notre étude, on a réalise les diffractogrammes DRX de I'agent actif PABA pur, de
I'Ethylcellulose et des Microspheres correspondantes (Figure 59). .

La nature cristalline du PABA a été clairement démontrée par la DRX contenant des
pics bien définis entre 20 de 9° a 40° (Figure 59).

Cependant les Microsphéres chargees PABA (F14) présentent des pics moins intenses
par rapport a PABA pur. La présence de diffractogramme qui était beaucoup diminué dans les
Microsphéres chargées de PABA indique que le PABA est présent dans la matrice polymere
a I'état cristallin et la présence de polymere matriciel EC diminue encore la cristallinité du
PABA pur.
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CHAPITREV

ETUDE DE LA LIBERATION DES PRINCIPES ACTIFS A PARTIR
DES MICROSPHERES ET LEUR MODELISATION



Etude de la libération des principes actifs a partir des Microspheres

V. Etude de lalibération des principes actifs 2-ABZT et 2-AP a partir des

formulations Microspheres
Introduction :

Les cinétiques de libération ont été suivies a I’aide d’un spectrométre UV-VIS (UV
2401PC SCHIMADZU). Cet appareil est préalablement calibré a la longueur d’onde Amax du
principe actif PA (2-ABZT et 2-AP) dans le milieu considéré a pH = 1,2 et a 37 °C.

Dans le cas ou le principe actif PA pur (libre) est dispersé dans la matrice
polymérique, sa libération par diffusion a travers cette matrice dépend des trois facteurs

essentiels :

e La vitesse de « pénétration » du liquide dans la forme galénique a travers
la structure du polymére.
e La vitesse de « dissolution » du principe actif dans le liquide piégé.

e La «diffusion » du principe actif a travers la matrice.

Si la molécule PA est fixée sur un support moléculaire, un quatrieme facteur

s’ajoute aux précédents :

e (’est la réaction chimique qui permet la rupture par hydrolyse de la liaison
—HC=N relais entre le principe actif PA et son support : cas des bases de
Schiff IM1 et IM2. Le monomére support synthétisé dans notre cas, est
une base de Schiff type aldimine dont le mécanisme global d’hydrolyse

est résumé sur le schéma 7 :

H
R
R\ ) T | n \
C=N-R' : H,0 H-C—NR =—= (=0 + HZN—R
1’ : 5
OH

® (SHOH)
Schéma 5.
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Etape (I) : formation de I’a—amino—alcool, par addition de 1’eau sur la double liaison activée

par la protonation de I’azote.

Etape (11) : la rupture du carbinole-amine qui conduit aux produits d’hydrolyse.

V.1. Analyse des quantités transferées

V.1.1. Conditions et techniques expérimentales :

a. Dispositif expérimental:

2: Tube avec extrémité en verre fritté.
3: Thermostat.

4: Agitateur magnétique.

5: bain thermostaté.

6: barreau aimanté

J 1: Réacteur de libération

6-
L — ]
4

E—

Figure 60. Dispositif expérimental de libération du PA a partir des ‘’Microspheéres’”’.

Les cinétiques de libération de I'agent actif a partir des microparticules ont été
effectuées dans un réacteur spécial de volume de 500 mL équipé d'un tube immergé dans la
solution pour réaliser les prélevements. Ce tube a une extrémité en verre fritté qui empéche
I'ascension des microparticules lors du prélevement. Ce dispositif est immergé dans un bain
thermostaté a une température de 37°C pour toutes les microsphéres préparées. Le dispositif

est décrit sur la Figure 60.

Ce dispositif expérimental a été adopté pour I'ensemble de nos cinétiques. Nous devons
maintenir constantes les conditions opératoires dans lesquelles sont effectuées nos différentes
cinétiques.

b. Analyse du principe actif libéré

Les mesures sont effectuées a 1’aide d’un appareil UV-VIS (U.V 2401PC SCHIMADZU)

calibré a une longueur d’onde fixe propre au principe actif PA étudié.
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c. Calcul de la quantité du principe actif PA libéré au cours du temps :

Les Microspheres chargées de principe actif «0,1g» sont immergées dans «500 mL»
du milieu physiologique de pH =1,2.

Le réacteur «1» est muni d’une agitation magnétique précise (500 r.p.m) et
chauffé par un agitateur chauffant a la température «37 ‘C» mesurée a I’aide d’un

thermométre.

Le réacteur est bien bouché afin d’éviter toute évaporation du milieu, le liquide
va passer par le verre fritté et remplir le tube en verre «2», ce qui permet de prélever un volume

«Vp=3mL »du milieu liquide & I'aide d'une pipette.

Le volume prélevé est analysé par UV-VIS pour déterminer la quantité de I’agent
actif libéré a I’instant «t », puis reversé dans le réacteur. La Densité Optique (DO) ou
I’ Absorbance est ensuite déterminée par UV-VIS pour chaque prélévement.

La concentration de la solution Cp est obtenue en appliquant la loi de Beer-Lambert :

DO = €.C,.1 ou (I=1cm) etC, = DO/E

Pour aboutir a la masse m¢de I’agent actif dans le flacon, on applique 1’équation * :

mt = DOVFMPA/ (c_:
Avec :

Vi : le volume du flacon (réacteur) (100mL).

Cp: laconcentration de la solution préleveée.

Mp, : la masse molaire du principe actif

m, : la masse du principe actif libéré (mg) a I’instant « t ».

Le pourcentage du principe actif libéré est le rapport de la masse libérée mt sur la masse

initiale en principe actif mi contenu dans la forme galénique.

my
—.100
m;

% PA =
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d. Le milieu d’étude

e Composition du milieu d’étude

Pour I'étude de la libération des principes actifs a partir des Microsphéres préparées,

on a choisi un milieu physiologique gastrique reconstitué de pH = 1,2 porté a 37 °C.

La concentration de la solution devrait étre uniforme en tout point de la
solution, et cette uniformité est maintenue grace a 1’action d’un barreau magnétique dans

le flacon (vitesse de rotation de 1’agitateur est fixée a 500 rpm pour toutes les expériences).

On a choisi de reconstituer un milieu stomacal gastrique de pH = 1,2 digestif [154],
pour effectuer nos différentes cinétiques.

Les quantités nécessaires a la reconstitution de ce milieu gastrique stomacal de pH = 1,2 sont

les suivantes :

60 mL HCI 1IN
02 g NaCl
Eau distillée g.s.p 1000 mL.

Ces compositions sont conformes aux normes décrites par la Pharmacopée
Américaine U.S.P [154].

e Facteurs influencant les transferts de matieres :
= L’agitation du milieu :

La concentration de la solution devrait étre uniforme en tout point de la solution, et cette
uniformité est maintenue grace a 1’action d’un agitateur magnétique dans le flacon (vitesse de
rotation fixée a 500 r.p.m pour toutes les expériences), puisque la non agitation du milieu
réactionnel entrainera la formation d’un gradient de concentration a I’intérieur de la solution,

donc source d’erreur lors des analyses en spectrophotométrie UV-VIS.
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Position pH moyens Temps de séjour moyens

Bouche 6747 2 2 10 secondes
Oesophage
g 1 ipzdti 3 Petit volume 3 jeline: 10 mn 3 1h
les repas Repas:1a 8h
Premiers passages en quelques minutes
Duodénum 4i6 5a15mn
Iﬁﬂm 647 zizhaﬂmn
Néon Tis 3ach
Colon 7i8  Colon ascendant : 1h

Colon transverse : 3 3 4h
Le colon pelvien est atteint en 18 h environ

Figure 61. pH et temps de séjour des matiéres solides le long du tractus digestif.

= Latempérature du milieu :

L’influence de la température est trées importante dans les phénomenes de diffusion car
elle intervient dans la solubilité du principe actif et facilite sa diffusion. Toutes nos

experiences ont ete effectuées a température constante 37°C (température du corps humain).

= Lanature du milieu, son pH et son volume :

La nature du milieu, comme la température, intervient sur la solubilité de I’agent actif,

laquelle influera sur la diffusion.

Le volume du milieu ainsi que son pH influent d’une part sur la solubilité¢ de I’agent actif, et

d’autre part sur la masse libérée au temps infini (temps a 1’équilibre).
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=  Conditions de mesure :

Afin d’assurer une meilleure reproductibilité des résultats des phénomeénes observés et se
rapprocher le plus possible des conditions physiologiques, nous avons maintenu constants

tous les parameétres suscités pour éviter toute influence sur les transferts de matiéres :

= Le tube du réacteur spécial immergé dans la solution pour réaliser les prélevements :
ce tube a une extrémité en verre fritté qui empéche I'ascension des microparticules lors
du prélévement, il est un peu élevé par rapport au barreau aimanté afin d’éviter les
chocs qui peuvent s’y produire avec 1’extrémité du tube et permettre aussi une bonne

agitation et circulation du liquide dans le réacteur spécial.

= La composition du milieu d’étude : la préparation du liquide environnant se fait par
quantité de 2,5 litres afin d’assurer toutes les expériences avec le méme liquide pour

une méme expérience.
= La température : maintenue constante a 37 £0,5 °C a I’aide d’un bain thermostaté.

= [’agitation : constante durant toutes nos expériences, et fixée sur 500 r.p.m a 1’aide

d’un agitateur magnétique.
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V.2. Etablissement des courbes de libération des principes actifs 2-ABZTH* et 2-APH"

a partir des formulations Microsphéres et leur modélisation

L’objectif de cette étude cinétique est de comparer I’effet «retard » quant a la
libération des principes actifs a travers des formulations Microspheéres.
Pour chaque parametre, la libération du principe actif par diffusion depend des

facteurs essentiels selon les conditions opératoires de la formulation.
= Caractéristiques des formulations Microspheres étudiées

La préparation des Microsphéres F1 (2-ABZT), F2 (IM1), Fs (2-AP) et F4 (IM2) a été
déja décrite dans la partie expérimentale de la microencapsulation utilisant un pourcentage
% PA:EC = 33,33 %.

V.2.1. Etablissement des courbes de libération de la 2-aminobenzothiazole 2-ABZTH*

a partir des formulations Microsphéres

La 2-aminobenzothiazole (2-ABZT) est une molécule modele. Elle a été greffée sur un

monomére de type imine IM1 comme c’est décrit dans la partie expérimentale.

Le principe actif PA pur ou greffée sur le monomere support imine est encapsulé dans

des ¢’ systémes Microsphéres *’.

Dans cette étude, nous avons comparé la libération in-vitro et 1’effet « retard » de PA a
partir des formulations Microsphéres F et F» dans le milieu reconstitué pH = 1,2 a 37 °C en

fonction du temps suivi par la modélisation cinétique.

La Figure 62 suivante illustre le profil de libération de la 2-aminobenzothiazole
protonée ¢ 2-ABZTH" " a partir des Microsphéres F1 (Microsphéres de la 2-ABZT pure) et
F2 (son monomeére support base de Schiff 1M3). Elle représente le tracé des pourcentages de
I’agent actif 2-ABZTH" libéré en fonction du temps au pH = 1,2 et a 37 °C.

On remarque une libération lente du 2-ABZTH" au cours du temps. Cela peut
s’expliquer par sa faible solubilité et I’hydrophobicité de la matrice Ethylcellulose (EC) dans
le milieu d’étude reconstitué¢ pH 1,2 a 37 °C.

La libération de la 2-ABZTH" encapsulée pure est plus facile a partir des Microsphéres
F1 que si I’on utilise le monomere support base de Schiff IM1 encapsulé dans les Microsphéres

F2. Apres 20 heures, le pourcentage du 2-ABZT libéré par la formulation F1 atteint 81,38 %
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100 ‘ —‘-——Fl (Z-AB‘ZT pure) ’
—— F: (2-ABZT sous forme de I.\Il )

w 380 oy
R | R
§ o
=60 «® =
; /‘ ‘-‘.\°‘—0
< o
B 40 ." f‘/’..‘ =
2
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Figure 62. % 2-ABZTH" libéré a partir des Microspheéres F1 et F2 en fonction du temps dans
pH =1,2437°C.

alors qu’il n’est que de 55,24 % par la formulation F2. L’accrochage de 1’amine RNH> au
monomeére p-vinylbenzaldehyde via la fonction imine >C=N- est donc un facteur important

dans le ralentissement de la libération de sa forme protonée RNHZ.

Cette remarque est en conformité avec la théorie parce que la libération a partir du
monomere support (F2) inclut une étape supplémentaire: c’est la réaction chimique qui
permet la rupture par hydrolyse de la double liaison >C=N- relais entre le principe actif

2-ABZT et son support.

Les résultats obtenus montrent que les Microspheres contenant le principe actif greffé
(engagé) sur un monomere support liberent pratiquement des quantités d’agent actif
inférieures a celles libérées a partir des Microsphéres contenant le principe actif pur (libre)

dans le milieu gastrique reconstitue pH = 1,2 a 37 °C.

Il nous reste a étudier et comparer la différence des coefficients de diffusion a partir

des Microspheéres dans ce milieu.
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V.2.2. Etablissement des courbes de libération de la 2-aminopyrimidine 2-APH™* a partir
des formulations Microsphéres

La 2-aminopyrimidine (2-AP) est une molécule modele. Cette molécule a été greffee

sur un monomere de type imine comme c¢’est décrit dans la partie expérimentale.

La 2-AP a éte ensuite encapsulé dans une matrice polymérique cellulosique (EC).
L’étude de la libération du 2-APH" a été ainsi suivie dans le milieu gastrique reconstitué
pH = 1,2 a partir des microsphéres correspondantes dans le but de comparer les pourcentages

cumulés de principe actif 2-APH* libéré.

Pour illustrer cette libération, nous donnons les courbes cinétiques de Fs et Fs. Sur la
Figure 63, nous présentons le pourcentage de 1’agent actif « 2-APH"» libéré, calculé par

rapport a la masse initiale pour les Microspheéres étudiées, en fonction du temps :

°eeee F3: La 2-aminopyrimidine (2-AP) pure est microencapsulée dans des ‘’systémes

Microsphéres’” (Lot de Microsphéres F3).

°°e°° k4 La 2-aminopyrimidine (2-AP) greffée sur le monomeére support IM> est

microencapsulée dans des “’systémes Microspheres’” (Lot de Microsphéres F3).

Pour les deux formulations Fs et F4 le pourcentage de la 2-APH" libérée est important,

cela est dii a la solubilité de ce principe actif dans le milieu d’étude reconstitué pH 1,2.

Sur la Figure 63, nous présentons le pourcentage du 2-APH™ libérée a partir du
monomere support IM2 par les Microsphéres F4 en fonction du temps. On remarque que les
pourcentages cumulés libérés sont plus faibles par comparaison avec la formulation

contenant la 2-AP pure (F3).

Cette remarque est en conformité avec la théorie parce que la libération a partir du
monomere support inclut une étape supplémentaire, soit la rupture par hydrolyse de la double
liaison >C=N-.  Nous remarquons aussi que les taux libérés en fonction du temps sont
favorisés par les Microsphéres Fs de surface de contact plus grande avec le milieu aqueux

d’étude. Elles représentent un taux libéré le plus élevé au temps infini.
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Figure 63. % 2-APH" libéré a partir des Microspheéres F3 et F4 en fonction du temps dans
pH =1,2437°C.

V.2.3. Modélisation des cinétiques :

La technologie de la microencapsulation a pour avantage le prolongement de la durée
de libération des principes actifs encapsulés.
Dans notre étude, apres la formulation et la caractérisation des Microsphéres, nous

avons étudié la libération des agents actifs de fagon «in-vitro».

En tracant le pourcentage du principe actif libéré en fonction de la racine carrée du
temps, on obtient une nette linéarité des points expérimentaux, essentiellement aux temps
courts de la cinétique. Les tracés du % PA libéré (2-APH*, 2-ABZTH") en fonction de la
racine carrée du temps a partir des différentes formulations Microsphéres sont représentés sur
les Figures 64 et 65.

On remarque également que les droites obtenues ne passent pas par 1’origine, une
Iégére courbure est notée aux premiers temps, cette « courbure » peut étre expliquée par la
mise en équilibre du systeme : I'absorption du liquide par la forme galénique ne peut
commencer qu'apres un laps de temps, formation de la pellicule autour de la formulation, puis
diffusion du liquide environnant, et ceci quel que soit la composition de la formulation des

Microsphéres.
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Les différents résultats obtenus avec le PA pur ou greffé sur le monomere support base
de Schiff prouvent que le principe actif libéré suit des cinétiques qui admettent une étape
limitante du type Fickien, ceci nous a permis d’appliquer les solutions analytiques proposées
par Cranck afin de calculer la diffusivité du PA dans le milieu d’étude a partir de différentes

formulations Microspheres.

Les Microspheres libérent le principe actif protoné (2-APH*, 2-ABZTH") par
diffusion vers le milieu extérieur. Les coefficients de diffusion ont été calculé pour chaque

formulation dans le milieu d’étude reconstitué pH 1,2 & 37 °C.

70 T I T I
] @ F1 (2-ABZT pure); r2=10,9900

60 - A F, (2-ABLZT sous formede IM)); r*=0,9957
o =
= 50
)
= 1 : ,/“/
+ 40 - ® ]
e e o sl
= 1 Y Y
B 304 T |
- | ] el _/_,-sf": o
A 5. e G
e 20 - E ket
) - / xﬁ:”fl e ]

10 P

S ® & '-”J{;
"”;M
0 T T | I — —T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
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Figure 64. % 2-ABZTH" libéré & partir des Microsphéres Fi et F2 en fonction de vt dans
pH =1,2 4 37°C.

a. Calcul de m.:

Les valeurs de m. sont obtenues en tracant les graphes log (mdmi) = f (1/t).
Quand t tend vers l’infini, 1/t tend vers 0, ’ordonnée a 1’origine représente alors
log (M= /m;), connaissant m;, la masse initiale, on peut facilement calculer m-. Ce calcul a été

repris pour I’ensemble des formulations Microspheres étudiées.
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Figure 65. % 2-APH"* libéré & partir des Microsphéres Fs et F4 en fonction de V't dans pH = 1,2
a 37°C.

On donne a titre d’exemple la détermination de m. pour la formulation

Microspheres F3 dans le pH = 1,2 (Figure 66).

Les différentes valeurs de % m., sont rassemblées dans le Tableau 17.

1. Exemple de calcul de m« pour les Microsphéres Fs :

mi -apHy = 24,30 mg
Par extrapolationsi: t » o, 1t » 0

1/t — 0; log (Mw/mi) =-Xx (x : ’ordonnée a I’origine)

Principe actif libéré 2-APH*: x = -0,02022 = mo = 24,30.0,98

Me = 23,81 mg.
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T T T T
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Figure 66. log (m;/m;) en fonction de 1/t du % 2-APH" libérée par les Microsphéres Fs
dans pH =1,2 (37°C).
b. Calcul des diffusivités a partir des formulations Microsphéres :

1. Aux temps courts de la réaction :

La diffusivité est obtenue par I’équation (9) de la page 22.
—_ T 2 2
Dtc = % R (tga)

OU: tg a: représente la pente de la droite de [m: /m=] = f (+/t). Cette équation est

applicable pour le principe actif libéré a partir des Microspheéres de rayon R.
On donne a titre d'exemple la détermination de Dy (t,c : temps courts) pour la formulation F3
dans le pH = 1,2 (Figure 67).

2. Aux temps longs de la réaction :

Les coefficients de diffusion, aux temps longs, sont calculés par 1’équation (12) de la page 23.
Aux temps longs de la libération, on a tracé Ln [1-(mi/mw«)] = f(t) pour calculer les coefficients

de diffusion dans ces temps. Ces diffusivités sont calculées a partir de la pente p de la droite

2
obtenue : D)= -p(B) et sont regroupées dans le Tableau 17.
T
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On donne & titre d'exemple la détermination de Dy, (t,1 : temps longs) pour la formulation F3
dans le pH =1,2 (Figure 68).

928 A = 0,06947
0,26 B =0,02242
r2 = 0,9947 i

m/ minﬁnie

0,24 -

0.22—-
0,20—-
0.18-.
0.16—-
0,14—-
0,12—-
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Figure 67. md/m..en fonction de vt du %2-APH" libérée par les Microsphéres F3 a pH = 1,2

eta 37 °C.
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Figure 68. Ln [1-(mi¢/m.;)] en fonction de 1/t du % 2-APH" libérée par les Microsphéres F3 a
pH = 1,2 (37°C).

122



Etude de la libération des principes actifs a partir des Microspheres

Tableau 17. Valeurs des diffusivités aux temps courts Dy et longs Dt des PA (2-APH" et

2-ABZTH™) pour les formulations Microsphéres au pH 1,2 et a 37 °C.

Micro- | mi/m. = f (t¥?) r ds2 | %(Mme/m;) Dtc Ln [1-(mdm.)] = f(t) r2 Dt
sphéres 2 cap-l 2 cpe-l
(pm) (cm?sec) (cm?sec)
F1 0,0189 t2 + 0,047 (0,9915 | 89,65 76,45 6,26.101° | -0,00045 t - 0,621 0,9935 | 9,17.10°
F2 0,0167 t¥2+ 0,011 [0,9961 | 93,33 56,23 5,30.10° | -0,00039t - 0,117 0,9861 | 8,61.1010
Fs 0,0224 t2 + 0,069 (0,9947 | 83,47 97,98 7,63.10° | -0,00106 t - 1,416 0,9894 | 1,87.10°
Fa 0,0173 t¥2+ 0,038 (0,9948 | 98,41 90,80 6,32.10"° | -0,00061 t - 0,301 0,9788 | 1,50.10°

Les valeurs des coefficients de diffusion des principes actifs étudiés, sont regroupées
dans le Tableau 17. On note que :

= pour les formulations Microsphéres dans le pH = 1,2 et a 37 °C, les coefficients de
diffusion au temps courts "Dic" de libération sont de I’ordre de 101° cm?.s%, et sont de

’ordre de 10°a 10 cm?.s™ aux temps long D ¢, .

On observe un effet retard accentué¢ dans 1I’hydrolyse de la fonction imine dans les
différentes courbes en fonction du temps. Cet effet retard est di a la fixation des principes

actifs 2-ABZT et 2-AP sur les monomeéres supports bases de Schiff type IM.

V.3. Modélisation des cinétiques de libération des principes actifs 2-ABZTH*et 2-APH"*

selon les équations d’Higuchi et de Korsmeyer-Peppas :
Les résultats trouvés selon les modeles d’Higuchi et Korsmeyer-Peppas sont regroupés
dans le Tableau 18.

La valeur de la constante de libération d’Higuchi (kn) pour les formulations
Microsphéres Fi et F, varie de 2,986 min'? & 2,672 min‘?alors que pour les Microsphéres F3
et F4 varie de 3,251 min'? & 2,574 min*? (Tableau 18).

Les résultats des cinétiques de libération du principe actif PA (2-APH" ou 2-ABZTH?)

a partir des différentes Microsphéres Fi, F2 Fset F4 dans un milieu reconstitué pH 1,2 a
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37 °C montrent que la constante ky a diminué dans le cas ou le PA est greffé sur le
monomere support (IM1ou IMy).  Cela peut étre expliqué par le fait que la libération a partir
du monomeére support inclut une étape supplémentaire, a savoir la rupture par hydrolyse de la

double liaison imine >C=N-.

Nous avons constaté que la valeur de I’ordonnée a I’origine est positive pour les
cinétiques de libération di a I’existence du PA sur la surface des Microsphéres étudiées, qui

accélére alors la libération de ce dernier aux premiers moments de la réaction (Burst Effect).

Les coefficients de corrélation sont voisins de 0,99 pour les temps courts de la
libération ou les valeurs de m¢/ m. ne depassent pas 10%.
Pour les résultats donnés par les équations de Korsmeyer-Peppas, les valeurs des constantes
cinétiques kkr ne peuvent pas étre comparées parce qu’elles dépendent de 1’exposant n, qui

n’est pas le méme pour I’ensemble des cinétiques de libération étudiées.

Les résultats trouvés selon les modeles d’Higuchi et Korsmeyer-Peppas sont

regroupés dans le Tableau 18 :

Tableau 18. Coefficients de corrélation et constantes de libération de PA 2-APH" et 2-ABZTH"
a partir des formulations Microsphéres a pH 1,2 et 37 °C; kn et kk-p — Les constantes d’Higuchi
et de Korsmeyer-Peppas, respectivement; n — I’exposant de libération de Korsmeyer-Peppas; r2 -

Coefficient de corrélation.

L'équation de
Formulation L'équation d’Higuchi r2 Korsmeyer-Peppas
n K (min™) r2
F1 y = 2,986 x + 7,496 0,9900 0,45 0,0067 0,9932
F2 y=2,672x+ 1,921 0,9957 0,39 0,0031 0,9952
Fs y = 3,251 x + 10,280 0,9956 0,49 0,0044 0,9955
Fa y=2,574 x + 02,104 0,9973 0,43 0,0036 0,9901

Enfin, la modélisation des cinétiques de libération expérimentale des principes actifs
PA & partir des Microspheres préparées a 1’aide des équations de Higuchi et Korsmeyer-

Peppas a permis de montrer que le mécanisme de libération est régi par diffusion de type
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Etude de la libération des principes actifs a partir des Microspheres

Fickienne de n < 0,5. Nous donnons dans le tableau les constantes de libération et les valeurs

“’n’’ calculées a partir des équations de Higuchi et Korsmeyer-Peppas.

Le but de cette étude est de modifier la libération du médicament en utilisant ces
nouvelles formulations Microspheres, car, la libération du principe actif suivie apres
I’hydrolyse de la base de Schiff est contrdlée par diffusion. Ce type de liaison a été utilisé
dans d'autres recherches et le mécanisme de I'hydrolyse a été largement discuté avec
différents agents actifs [133]. Ces études ont montré 1’effet de la fixation de I’amine sur un
monomere styrénique derivé du p-vinylbenzaldéhyde via la fonction imine -CH=N- pour

obtenir une libération retardé de 1’agent actif.

La libération des principes actifs libres et greffés sur des monomeres supports (base de
Schiff) a été étudiée.  Pour faire une étude comparative, la libération de la
2-aminobenzothiazole (2-ABZTH*) et de la 2-aminopyrimidine (2-APH*) a partir des
Microsphéres contenant le principe actif libre et d’autres Microspheres contenant du
monomeéres support de principe actif 1M et IM2 dans un milieu gastrique de pH 1,2 4 37 °C
a éte discutée.

Au cours de cette étude, il apparait que la fonction imine soit bien adoptée pour obtenir
une libération retardée du principe actif protoné pur (RNHZ) (2-APH* et 2-ABZTH") a partir
des formulations Microsphéres en ethylcellulose (EC). Les résultats ont montré que la
libération de I’amine encapsulée pure dans des Microspheéres en EC est plus facile que si 1’on

utilise le monomere support base de Schiff (IM1 et IM2) encapsulés.
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Etablissement des courbes de libération du PABAH* a partir des Microspheres

V1. Etablissement des courbes de libération de I’acide p-aminobenzoique PABAH* a

partir des formulations Microspheres et leur modélisation

Introduction :

Le travail sur la libération de PABAH™ décrit dans le présent chapitre a fait ’objet de

notre publication portant la référence 88 en fin de cette thése.

Les cinétiques de libération ont été suivies a 1’aide d’un spectrométre UV-VIS (UV
2401PC SCHIMADZU). Cet appareil est préalablement calibré a la longueur d’onde Amax
du principe actif PABA dans le milieu considéré a pH = 1,2 et a 37 °C.

La libération de la forme protonée « PABAH® » par diffusion a travers la matrice

polymérique (EC ou CAB), dépend de trois facteurs essentiels :

e La vitesse de « pénétration » de la solution aqueuse de pH 1,2 dans la formulation a
travers la structure du polymére.

e Lavitesse de « dissolution » du principe actif PABAH" dans le liquide aqueux piégé.

e La «diffusion » de PABAH™ a travers la matrice polymérique vers la solution aqueuse

externe de pH 1,2.

V1.1. Analyse des quantites transférées
VI1.1.1. Conditions et techniques expérimentales :
a. Dispositif expérimental:

Le méme type de réacteur (Figure 60) est utilisé pour 1’étude cinétique de libération de
I’agent actif PABAH" dans un milieu gastrique reconstitué pH 1,2 a 37 °C. Ce dispositif
expérimental a été adopté pour lI'ensemble de nos cinétiques. On a suivi le méme protocole
pour le calcul de la quantité de PABAH™ libéré au cours du temps.

Nous devons maintenir constantes les conditions opératoires dans lesquelles sont

effectuées nos différentes cinétiques.

VI1.1.2. Analyse de PABAH* libéré

Les mesures sont effectuées a 1’aide d’un appareil UV-VIS calibré a une longueur
d’onde fixe propre au PABAH" (Aanalytique = 226 nm).
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Pour I'étude de la libération de PABAH™ a partir des Microsphéres, on a choisi de

reconstituer un milieu stomacal gastrique de pH = 1,2 digestif [154].

La concentration de la solution devrait étre uniforme en tout point de la
solution, et cette uniformité est maintenue grace a 1’action d’un barrcau magnétique dans
le flacon (vitesse de rotation de I’agitateur est fixée a 500 rpm pour toutes les expériences).
Les cinétiques de PABAH" dans le milieu physiologique ont été effectuées a température

constante 37 °C (température du corps humain).
V1.2. Cinétiques de libération a partir des Microspheéres chargées en PABA :

L'ionisation de PABAH" est un parametre physico-chimique important. Comme
rapporté, le PABA possede deux pK de valeurs pKi = 2,50 et pKz = 4,87 correspondant
respectivement a 1’amine et a 1’acide carboxylique de la molécule [122]. Comme dans notre
cas le pH de travail est de pH = 1,2, la forme majoritaire diffusante sera le cation
diacide PABAH":

COOH

NH;

PABAH

L'influence des parameétres du procéde et la nature du polymere matriciel sur le taux
de libération de l'agent actif ont été étudiées. Les profils des pourcentages cumulés de
libération en forme protonée PABAH™ en fonction du temps sont présentés sur les graphes des
Figures 69-72.

L'étude comparative de la libération du PABAH" a partir de Microsphéres préparés
par les dérives cellulosiques EC et CAB dans les mémes conditions opératoires
(Figures 69 et 70) a montré que la libération a partir des Microsphéres en CAB est plus lente
que celle des Microspheres en EC (20,58% et 27% dans les premiéres 300 min,
respectivement). Cela peut étre attribué a la faible porosité et perméabilité du CAB par
rapport a EC en raison de son attraction intermoléculaire élevé qui augmente le degré de

solidité du polymere.
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Figure 69. % PABAH" libéré a par les Microspheres en fonction du temps a différents
rapports PABA :EC (pH 1,2 et a 37°C).
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Figure 70. % PABAH" libéré par les Microspheres en fonction du temps a un rapport 1:3
PABA:CAB (pH 1,2 et 4 37°C).

Les pourcentages (% PABAH™) libérés a partir des Microspheres F11, F12, F13A et
F14 sont 67,62%, 56,65%, 51,53% et 43,47% respectivement apres 24 heures de la libération
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(Figure 69). Ces résultats montrent que le taux de la libération diminue avec une
concentration ¢élevée du polymere EC : I’augmentation de la quantité¢ de polymére EC dans le
sens 1:1 a 1:4 réduit le taux de la libération de PABAH™ a I’équilibre. Ainsi, I’augmentation
du rapport PABA:polymeére tout en augmentant la teneur en PABA (Teneur T), conduit a un

taux de libération plus élevé.
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Figure 71. % PABAH" libéré par les Microsphéres en fonction du temps a différents
tensoactifs (pH 1,2 et a 37°C).

Cependant, nous avons noté I'effet important de la vitesse d'agitation sur la taille et
la distribution des Microsphéres. L'augmentation de la vitesse d'agitation tout en diminuant la
taille des Microsphéres uniformément dispersé (6 = 1,25 pour la vitesse a 1200 rpm), a
conduit a un taux de libération plus rapide (Figure 71). Le taux de l'agent actif libéré est

inversement proportionnel a la taille des Microsphéres.

La Figure 72 montre que les petites Microspheres fabriquées avec une concentration
élevée de PVA dans la phase continue ont une libération plus rapide de PABAH®. Cela est
due a la porosité et la dispersion légérement uniforme de cette Microspheres (6 = 1,31). Dans
le cas de petites Microspheres, une plus grande surface efficace produit un plus grand nombre

de molécules de principe actif a la surface des Microspheéres.
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Figure 72. % PABAH" libéré par les Microsphéres en fonction du temps a différents

parametres (pH 1,2 et a 37°C).

La libération a partir des Microsphéres T13A et T13B préparées en présence de
Tween 80 est plus rapide que celle observée avec le PVA F13B et F13A (Figure 72). Cela est
dd a la porosité élevée et la morphologie déformée de la surface des Microspheres T13A
(Figure 48) et T13B (Figure 50).

V1.3. Modélisation mathematique
V1.3.1. Modélisation des cinétiques selon les ordres cinétiques classiques

L’¢laboration des systemes formulés dans le domaine pharmaceutique permet une

libération prolongée et progressive de 1’agent actif.

Dans notre étude, aprés la formulation et la caractérisation des Microspheres, nous
avons étudié la libération des agents actifs de fagcon «in-vitro». Pour compléter notre étude, il

nous reste a déterminer les modeles cinétiques correspondants a nos profils de libération.

Il a été vérifie que les courbes de libération ne respectent aucun des ordres classiques
n =0, 1ou 2 et présentent les caractéristiques des phénomeénes de diffusion de deux flux de

matieres : agissant en sens contraires :
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» entrée de la solution aqueuse acide de pH 1,2 a l’intérieur de la forme
galénique Microsphéres ;
= sortie par diffusion de la forme galénique Microsphéres que de la solution

acide chargée en principe ammonium actif libéré par dissolution.

Seule la diffusion de matiéres permet d’interpréter les cinétiques de libération

obtenues.

En effet, en tracant le pourcentage du principe actif libéré en fonction de la racine
carrée du temps, on obtient une nette linéarité des points expérimentaux, essentiellement aux
temps courts de la cinétique. La Figure 73, présente les tracés du % PABAH" libéré en
fonction de la racine carrée du temps a partir des différentes formulations.

On remarque également que les droites obtenues (Figure 73) ne passent pas par
I’origine, une légére courbure est notée aux premiers temps, cette « courbure » peut étre
expliquée par la mise en équilibre du systéme : I'absorption du liquide par la formulation ne
peut commencer qu'apres un laps de temps, formation de la pellicule autour de la formulation,

puis diffusion du liquide environnant.

L'étude cinétique a montré que la libération a partir des Microspheres en CAB est plus
lente que celle en EC. Cela est probablement di a la faible porosité et perméabilité du CAB
par rapport a EC (Figures 48 et 49).

Les résultats de la Figure 73 montrent que I’augmentation de la quantité de polymeére
EC dans le sens 1:1 a 1:4 réduit le taux de la libération de PABAH".

Les différents résultats obtenus montrent que le principe actif libéré suit des cinétiques
de type Fickien, ceci a permis d’appliquer les solutions analytiques proposées par Cranck afin
de calculer la diffusivitt de PABAH" dans le milieu d’étude a partir des différentes

formulations Microspheres [88].

V1.3.2. Modélisation des cinétiques de relargage de principe actif selon les équations de

Higuchi, de Korsmeyer-Peppas et de Hixon-Crowel :

Les résultats trouvés selon les modéles de Higuchi, de Korsmeyer-Peppas et de Hixon-

Crowel sont regroupés dans le Tableau 19 (p. 135).
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Figure 73. % PABAH" libéré par les Microsphéres en fonction de Vt a différents ratio PABA:Pol.
dans pH =1,2a 37 °C. (Pol : EC ou CAB).

Les modeles cinétiques de Higuchi [2,34,35], de Korsmeyer-Peppas [2,3] et de Hixon-Crowel
[2,50,51] ont été appliqués sur les profils de libération in-vitro de PABAH™ objets de ce
travail afin de déterminer le mécanisme qui regle le transfert de PABAH" vers I’extérieur des
Microspheres plongées dans le pH 1,2. Les résultats de I’application des équations (13), (14)
et (15) aux pourcentages % PABAH' libérés en fonction du temps sont reportés sur le
Tableau 19 accompagné du graphe de Higuchi (% PABAH* cumulés en fonction de la racine

carré du temps) de la Figure 73 établie aux temps courts.

D’apres ces résultats il apparait que les meilleurs coefficients de corrélations r? pour toutes les

formulations sont ceux donnés par le modéle de Higuchi (0,9950-0,9991).

La valeur de la constante de libération de Higuchi (kn) varie de 0,936 min'? &

2,468 min*2 pour les différentes formulations (Tableau 19).

Ces valeurs des constantes de libération de Higuchi confirment les remarques antérieures sur

I’effet du diametre moyen de Sauter (ds2) sur la libération du principe actif a partir des
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Microspheres F11, F13C et F13E, ou elle est plus rapide avec les plus petites Microsphéres.
Ces résultats nous montrent que le relargage dépend essentiellement du type de la matrice, de

la vitesse d’agitation, de la nature et la concentration de surfactant.

Les résultats obtenus sont aussi tracés selon le modéle de Korsmeyer-Peppas afin de
trouver la valeur de n, qui détermine le mécanisme de la libération de PABAH".

Pour les valeurs donnés par 1’équation de Korsmeyer-Peppas, les valeurs des
constantes cinétiques kk-p ne peuvent pas étre comparées parce qu’elles dépendent de

I’exposant n. Par ailleurs, selon la valeur de n, on peut spécifier le mécanisme de diffusion s’il

est du type Fickien ou non.

Les valeurs de n et les coefficients de corrélation calculés sont donnés dans le
Tableau 19. Les valeurs de kk-p et n ont montré une influence du type de polymere et des
conditions opératoires du processus de la microencapsulation. Pour les Microsphéres en EC
préparées a des différents parametres de formulations, les valeurs de n sont comprises entre
0,29 et 0,39 (Tableau 19), indiquant une libération de PABAH™ par un mécanisme Fickien.
Les Microsphéres en CAB présentent une valeur de n = 0,55, conduisant a un transport de

PABAH" par érosion, un mécanisme non-Fikien.

La valeur de la constante de libération de Hixon-Crowel (kn.c) varie de 0,00105 mina
0,00323 min pour les formulations préparées. L’étude de la libération de PABAH™ a partir des
différentes formulations Microsphéres montre 1’effet de différents paramétres de

microenpasulation sur la constante de libération.

Enfin, la modélisation des cinétiques obtenues a 1’aide des équations de Higuchi, de
Korsmeyer-Peppas et de Hixon-Crowel a permis de conclure, d’une part que la libération a
partir les Microspheres en matrice EC a un caractere diffusionnel du type Fickien, par contre,

en matrice de cellulose acétate butyrate CAB est de type non-Fickien.

Les résultats trouvés selon les mod¢les d’Higuchi et Korsmeyer-Peppas sont regroupés
dans le Tableau 19 :
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Tableau 19 : Coefficients de corrélation et constantes de libération de PABAH™ a partir des
Microspheres; kn, kk-p et kn.c— Les constantes d’Higuchi, de Korsmeyer-Peppas et de Hixon-
Crowel respectivement; n— I’exposant de libération de Korsmeyer-Peppas; r2 - Coefficient de
corrélation.

Modeéles Cinétiques

Equation d’Higuchi Equation de Korsmeyer-Peppas Equation de Hixon-Crowel

Code ki (Min'?) 2 n kep (Min™)  r? Ku-c (min) r?

F11 2,209 0,9954 0,29 0,00066 0,9971 0,00276 0,9598
F12 1,689 0,9991 0,31 0,00039 0,9971 0,00249 0,9748
F13A 1,349 0,9980 0,30 0,00029 0,9932 0,00227 0,9663
CAB13 1,117 0,9961 0,55 0,00046 0,9935 0,00105 0,9387
F14 0,936 0,9967 0,39 0,00033 0,9881 0,00126 0,9541
F13B 1,182 0,9950 0,37  0,00040 0,9937 0,00164 0,9677
F13C 2,061 0,9970 0,34 0,00055 0,9963 0,00145 0,9490
F13D 2,155 0,9982 0,33 0,00051 0,9952 0,00309 0,9378
F13E 2,468 0,9969 0,32 0,00075 0,9962 0,00323 0,9612
T13A 1,415 0,9956 0,29 0,00032 0,9955 0,00248 0,9551
T13B 1,566 0,9906 0,43 0,00040 0,9921 0,00254 0,9489

La libération du PABAH™ a partir de ces formulations Microsphéres est gérée par
diffusion vers le milieu gastrique reconstitué pH 1,2. Nous avons calculé les coefficients de
diffusion en passant par la determination des m« de chaque formulation dans le milieu d’étude

concerné.

V1.3.3. Calcul des diffusivités a partir des formulations Microsphéres de PABA

V1.3.3.1. Calcul de mw:

Les valeurs de m« sont obtenues en tragant les graphes log (m¢mi) = f (1/t).
Quand t tend vers l’infini, 1/t tend vers 0, ’ordonnée a I’origine représente alors
log (M= /m;), connaissant m;, la masse initiale, on peut facilement calculer m-. Ce calcul a été

repris pour I’ensemble des formulations Microsphéres étudiées.

Les différentes valeurs de % m., sont rassemblées dans le Tableau 20.
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On donnera a titre d’exemple la détermination de m. pour la formulation F11
dans le pH = 1,2 et a 37 °C (Figure 74).
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Figure 74. log (m¢mi) en fonction de 1/t du % PABAH" libéré par les Microsphéres F11 a
pH=1,2 (37°C).

V1.3.3.2. Calcul des diffusivités a partir des formulations Microspheéres

a. Aux temps courts de la réaction :

La diffusivité D¢ est obtenue par I’équation (9) de la page 22.
- T 2 2
Dtc = gR (tga)

Ou : tg o : représente la pente de la droite de [mi/mo] = f (Jf ).

On donne un exemple de détermination de Dt (t,c : temps courts) pour la formulation F11
(Figure 75).

b. Aux temps longs de la réaction :

Le coefficient de diffusion, aux temps longs Dy, est calculé par 1’équation (12) de la page 23.

2
Dt‘| = -p(E)
VA
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Ou p est la pente de la droite Ln [1- (m¢/m)] = f (1).

On donne un exemple de détermination de Dy (t,1: temps longs) pour la formulation F11
(Figure 76).
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r2=0;9955 4

infinie

mt/m

0,24 |

0,22 —-
0,20 —-
0,18 —-
0,16 i
0,14 —-
0,12 —-

0,10

0,08 -

0,08 : : : ,
0 2 4 6 8

t'* (min'?)

Figure 75. m¢/m. en fonction de t du % PABAH" libéré par les Microsphéres F11
apH=12eta37°C.

-1.40 . : . . . . v I :
p =-6,84443E -4
r2=0,9823

-1.45 al

:ﬁ

3=
E
Z -1,50 .
£

\c-

)

i -1,55 o

-1.60 =
1,65 i . . . I . I . I : I : :
1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500
t (min)

Figure 76. Ln [1-(m/m.)] en fonction de vt du % PABAH™ libéré par les Microsphéres F11
apH=12eta37°C.
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Les valeurs des coefficients de diffusion du principe actif étudié, sont regroupées dans
le Tableau 20.

Tableau 20: Valeurs des diffusivités aux temps courts Dt et longs Dy
pour les Microsphéres de PABA au pH=1,2 et a 37 °C.

Micro- | m¢/m. =f(t¥?) r2 ds % Dic *10%° | Ln [1-(md/m.)] = f(t) | 12 Dy *10°
spheéres (Um) |(Mme/m;) |(cm?sec™) (cm?sec?)
F11 0,024500t2 + 0,064 [0,9955 | 90,00 84,10 | 10,6  |-0,000684t-1,274 |0,9823 | 1,40
F12 0,018240 t¥2 + 0,225 |0,9978 | 106,40 70,79 | 821 |-0,000355t-0,117 [0,9928 | 1,02
FI3A  |0,014190 t¥2 + 0,096 |0,9963 |121,11 71,39 | 6,44 |-0,000218t-1,046 [0,9943 | 0,81
Fl4 0,008561 t¥2 + 0,204 0,9887 | 164,61 49,84 | 4,33 |-844E-5t-0,987 |0,9867 | 0,58
CAB13 10,015170t¥2 + 0,135 {0,9941 | 9521 63,58 | 4,55 |-0,000265t-0,455 |0,9921 0,61
F13B 0,010775 t¥2 + 0,382 |0,9877 | 142,91 5219 | 517 |-0,000137t-1,106 [0,9857 | 0,71
F13C 0,023620 t¥2+ 0,189 {0,9990 | 77,54 67,80 | 7,31 |-0,000767t-0,789 [0,9974 | 1,17
F13D  10,030663 t'2 + 0,255 |0,9878 | 62,74 6401 | 8,07 |-0,001275t-0,627 |0,9858 | 1,28
F13E 0,043761 tY2+ 0,589 {0,9912 | 47,04 7307 | 9,24 |-0,004380t-0,285 (0,9892 | 2,46
TI3A  10,001842 t¥2 + 0,167 |0,9851 | 869,28 3731 | 559 |-3,39E-06 t-0,674 |0,9931| 0,65
T13B  |0,002198 t¥2+ 0,092 |0,9953 | 793,21 4867 | 6,63 |-577E-06 t-0,761 [0,9968 0,92

On note que pour les formulations Microsphéres dans le pH =1,2, les coefficients de

diffusion au temps courts "D " de libération sont de ’ordre de 101 cm?.s? et sont de 1’ordre

de 10° cm2.s? aux temps long <’D 1,”’.

La différence de diffusivité (Tableau 20) est observée pour le principe actif PABAH"
obtenant des Dt allant de 10,6.107° (F11) a 4,33.10"° (F14). Les coefficients de diffusion

diminuent en sens inverse de la taille des Microsphéres. On obtient de faibles coefficients de

diffusion pour les différentes formulations Microsphéres.

Il a été possible d’établir les profils de libération de PABAH' pour toutes les

Microspheres préparées atteignant des taux maximums libérés a 1’équilibre de 35% a 79%
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Etablissement des courbes de libération du PABAH* a partir des Microspheres

favorable a la mise au point d’un PABA-Retard.

L’étude comparative de la modélisation des taux de libération % PABAH™ en fonction
du temps a I’aide des équations de Higuchi, de Korsmeyer-Peppas et de Hixon-Crowel montre
que 1’équation de Higuchi est celle qui donne le coefficient de corrélation 1 le plus proche de
1 et celle de Korsmeyer-Peppas des valeurs de n comprise entre 0,25 < n < 0,5 indiquant un
mécanisme de libération Fickien pour les Microspheres en EC par contre, les Microsphéres en
CAB est de type non-Fickien (n = 0,55).
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En conclusion, I’objectif de fabriquer par synthése chimique et par le procédé physico-
chimique de la microencapsulation, technologie simple et usuelle, des Microspheres a
libération prolongée a base de dérivees cellulosiques a été atteint. Le but recherché est de
prolonger et de modifier la vitesse de libération des molécules biologiquement actives dans le
temps. Les différentes techniques appliquées permettent de protéger 1’agent actif et de

moduler sa libération dans le milieu physiologique reconstitué pH 1,2,

Pour cela, nous avons choisi trois molécules modeéles potentiellement actives a savoir
la 2-aminobenzothiazole (2-ABZT), la 2-aminopyrimidine (2-AP) et [D’acide
p-aminobenzoique (PABA).

Les deux premiers ont été formulés par voie chimique en les fixant sur un site styrénique via

un pont azométhine.

D’autre part, la partie de la Microencapsulation consiste a suivre la libération du
principe actif encapsulé dans de nouvelles formulations Microsphéres en ethylcellulose
élaborées par le procédé de microencapsulation par simple / double-emulsion évaporation de
solvant. Dans cette partie de notre travail, la libération des trois principes actifs 2-ABZT,
2-AP et PABA a été réalisée dans un milieu gastrique reconstitué pH 1,2 a partir de
différentes formulations Microsphéres :

e Microspheres chargees en principe actif 2-AP et 2-ABZT et de leur monomeres

supports « imines » :

La libération du principe actif protoné pur (RNHZ) (2-APH* et 2-ABZTH") a partir
des microspheres a été suivie dans un milieu gastrique reconstitué a pH = 1,2 a 37 °C. Ces
formulations présentent un taux libéré plus élevé au temps infini. Les Microspheres obtenues
sont capables de contrbler et de moduler la vitesse de la libération du principe actif pur

protoné.

Un autre parametre étudié est le greffage de principe actif (2-AP et 2-ABZT) sur un

monomere styrénique derive p-vinylbenzaldehyde via ’la fonction azométhine’” :

Les résultats montrent que les principes actifs ( 2-AP et 2-ABZT) encapsulés purs dans des
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Microsphéres a base de polymére matriciel EC sont plus facilement libérés que si I’on utilise
les monomeres bases de Schiff IM1 et IM2 comme supports encapsulés. Cela peut étre
expliqué par le fait que la libération a partir du monomere support inclut une étape
supplémentaire de I’hydrolyse de la double liaison >C=N-.

Ensuite, pour élucider le mécanisme de libération, 2 modeles mathématiques de
diffusion ont été testés, celui d’Higuchi et le modele de Korsmeyer-Peppas. La modélisation
des cinétiques de libération permet de déduire que la libération est contrdlée par “’Diffusion

Fikienne”’.

Les coefficients de diffusion ont été calculés en appliquant le modele de diffusion dans
le cas d’une géométrie sphérique. La diffusivité du principe actif aux temps courts de
libération "D c" a partir des Microsphéres préparées est de I’ordre de 1071° cm?2 sec™! et de

lordre de 10 cm2 sec pour les temps longs "D "

e Microspheéres chargées en PABA :

Pour le troisieme principe actif qui est 1’acide p-aminobenzoique (PABA), de
nouveaux systémes monolithiques de type °° Microsphéres’’ chargées de PABA ont été
préparées en utilisant le procédé physico-chimique de Microencapsulation par simple-
émulsion évaporation de solvant. La microencapsulation de PABA en Microspheres a base
d’ethylcellulose EC et de cellulose acétate butyrate CAB en tant que polyméres matriciels
biocompatibles pourrait permettre son utilisation par voie orale. Différentes formulations sont
fabriquées dans cette étude en vue d’étudier ’effet des paramétres du procédé : le rapport
PABA:EC, la nature de la matrice, la vitesse d’agitation, la concentration et la nature du
surfactant utilisé (PVA ou Tween 80) sur les caractéristiques des microsphéres pour le
controle du taux de libération de PABAH".

L’optimisation des parametres expérimentaux du procédé a permis d’obtenir des
Microspheres de propriétés bien définies : efficacité d’encapsulation, taille, surface et
porosité.  Par conséquent, on peut dire que la nature de la matrice, le rapport PABAEC, la
vitesse d’agitation, le type et la concentration du tensioactif sont des facteurs clés pour

contréler la libération de principe actif.

Les observations en MEB montrent clairement une différence de morphologie en

présence des surfactants PVA ou Tween 80 : le PVA donne des Microsphéres chargées en
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PABA parfaitement sphériques, de surface lisse et poreuse alors que le Tween 80 conduit a
des formes ovoides déformées et présentant de grandes pores.

Les Microspheres préparées a 1:4 de rapport PABA:EC ont une surface plus lisse et
homogéne que celle préparées avec un rapport 1:2 PABA:EC (Figures 54 et 55). Une
augmentation remarquable de 1’efficacité d’encapsulation EE est observée aux concentrations
les plus élevées utilisées de PVA (2%) et Tween 80 (1%) et a teneur élevée en polymére EC
(rapport 1:4 PABA:EC).

L’effet retard est da a I’hydrophobicité des polymeéres cellulosiques EC et CAB, a la la

surface et la taille de ces Microsphéres.

Enfin, différents modeles mathématiques ont été testés a savoir les modeles de
diffusion de Higuchi, de Korsmeyer —Peppas et de Hixon-Crowel, ont montré que la libération
des différents agents actifs a partir de ces systéemes est régie par diffusion Fickienne pour

certaines formulations et non-Fickienne pour d’autres selon les conditions opératoires.

On remarque également que les coefficients de diffusion aux temps courts (Dtc) et aux
temps longs (D) de PABAH" des Microsphéres obtenues sont inversement proportionnels a
la taille des Microsphéres. On obtient de faibles coefficients de diffusion pour les différentes

formulations Microspheres.

La technologie de la Microencapsulation a permis d’obtenir au cours de ce travail des
résultats importants conduisant a mettre cette recherche en plan de perspectives, 1’objectif
principal sera I’optimisation des paramétres opératoires de ce procédé. Cela permet d’élaborer
de nouvelles formulations avec des caractéristiques désirées en se basant sur les facteurs
influencant le comportement de ces Microsphéres dans les applications biologiques et
pharmaceutiques. Les paramétres clés pouvant influencer les caractéristiques des
Microsphéres sont : la viscosité des phases organique / aqueuse, la porosité de surface et la
température. 11 est prévu a I’avenir de procéder aux tests microbiologiques a partir de ces

formulations Microsphéres.
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Abstract
The undertaken work in this thesis focuses on the kinetic study of the release of some heterocyclic primary amine active agents in a

reconstituted heterogeneous medium pH = 1.2 and at 37 ° C from various galenic forms type Microspheres.

The first part concerns the release of the primary amine from different Microspheres formulations loaded with 2-
aminobenzothiazole (2-ABZT), 2-aminopyrimidine (2-AP), carrier monomers IM; and IM,. The results showed that the pure
encapsulated active agents (2-AP and 2-ABZT) in EC based-matrix Microspheres are more easily released than the Schiff bases
monomers IM; and IM; used as encapsulated supports.

The second part is interested in the technique of microencapsulation by the simple-emulsion solvent evaporation process in order to
develop new PABA Microspheres systems. The effect of variables process parameters as the nature of the matrix, PABA:EC ratio,
agitation rate, surfactant nature and concentration on the Microspheres properties (surface and morphology, mean Sauter diameter,
size distribution, encapsulation efficiency and release rate) has been studied. The surface and morphology of the microparticles were
observed by scanning electron microscopy SEM. After that, the obtained Microspheres were characterized by IR, DSC and DRX. The
mathematical modeling of the obtained release data demonstrates that the release of the active agent is controlled by diffusion. Thus,
the diffusivity values are calculated according to the analytical solutions proposed by Fick's laws.

Keywords: Primary Amine, Microencapsulation, Monoimine, Single/Double-Emulsion Solvent Evaporation, Microspheres,
Diffusion, Controlled Release.

-
Résumé:

Le travail entrepris dans cette thése porte sur I'étude cinétique de la libération de quelques principes actifs amines primaires
hétérocycliques en milieu hétérogéne reconstitué pH = 1,2 et a 37 °C a partir des différentes formes galéniques type
Microsphéres.

La premiére partie concerne la libération des principes actifs amines primaires a partir des différentes formulations
Microspheéres chargées de la 2-aminobenzothiazole (2-ABZT), de la 2-aminopyrimidine (2-AP), des monomeéres supports
IM; et IM.. Les résultats ont montré que les principes actifs (2-AP et 2-ABZT) encapsulés purs dans des Microsphéres a
base de polymére matriciel EC sont plus facilement libérés que si 1’on utilise les monomeéres bases de Schiff IM et IM;
comme supports encapsulés.

La deuxiéme partie s’intéresse a la technique de microenpasulation par le procédé de simple émulsion-évaporation de
solvant afin d’élaborer de nouveaux systémes Microspheres chargées de PABA. L’effet de certains paramétres du procédé
comme la nature de la matrice, le rapport PABA:EC, la vitesse d’agitation, la nature et la concentration de tensioactif sur
les propriétés des Microsphéres (la surface et la morphologie, le diametre moyen de Sauter, la distribution en taille,
I’efficacité d’encapsulation et la vitesse de libération) a été étudié. La surface et la morphologie des microparticules ont
été observées par Microscopie Electronique a Balayage MEB. Les Microsphéres obtenues ont été caractérisees par IR,
DSC et DRX. La modélisation mathématique des résultats obtenus des profils de libération démontre que la libération de
principe actif est contr6lée par diffusion. Ainsi, les valeurs de diffusivités sont calculées selon les solutions analytiques
proposeées par les lois de Fick.
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