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I. Introduction 

Le diabète de type 2 (DT2) est une des maladies les plus importantes dans le 

monde aussi bien par l’augmentation de son incidence, sa prévalence et de sa mortalité. 

Il s'agit d'un problème de santé prioritaire qui est motivé par le fait que le DT2 est une 

cause de décès majeure dans la plupart des pays du monde (Atlas, 2019). Le traitement 

médicamenteux consiste en l’administration par voie orale de la metformine et reste à ce 

jour l’un des antidiabétiques le plus utilisé en thérapeutique comme première ligne dans 

le traitement de la DT2.  

La metformine est une molécule à faible masse moléculaire (165,62 g/mol) 

(Pharmacopée Européenne, 2008), possède une charge cationique et une forte 

solubilité aqueuse dans l’intervalle de pH de 1,2 - 6,8 (Hernández et al., 2015). En 

raison de ses propriétés physico-chimiques, la metformine est peu absorbé au niveau du 

tractus gastro-intestinal (TGI) lui conférant une très faible biodisponibilité orale. Ce 

traitement nécessite l’administration des doses multiples afin de maintenir une 

concentration suffisante sur le plan thérapeutique, ce qui engendre des effets 

indésirables importants (Bouchoucha et al., 2011). 

L’administration de principes actifs par voie orale est la plus répandue et une des 

mieux acceptée par les patients, notamment lorsqu’un traitement prolongé est 

nécessaire. Elle présente plusieurs intérêts comme l’accroissement du confort du patient 

au moment de l'administration, simplicité du traitement, et amélioration de la sécurité 

du traitement pour le patient (Ahadian et al., 2020). Cependant, lors du passage dans le 

tractus gastro-intestinal, certaines molécules sont dégradées par les enzymes du tractus 

digestif (Wong et al., 2018), d’autres molécules présentent des propriétés physico-

chimiques (grande solubilité et faible perméabilité) qui limitent leur absorption par la 

muqueuse digestive et ne parviennent pas en quantité suffisante à la circulation sanguine 

afin d’exercer leur effet pharmacologique.  

L’une des stratégies pharmaceutiques utilisée pour améliorer l’efficacité des 

médicaments hydrophiles est leur encapsulation dans des matrices polymériques selon 

un procédé déterminé. La matrice polymérique permet d’augmenter la durée de vie, 

modifie la cinétique de libération du principe actif et son élimination, de réduire les 

doses administrées, limiter les effets secondaires, favoriser son absorption au niveau de 

la barrière intestinale, et constituer des systèmes de libération prolongée et contrôlée. En 
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effet, la libération contrôlée permet de maitriser la vitesse et le site de libération des 

molécules actives. Dans le cas de principes actifs hydrophiles tels que les la 

metformine, la libération prolongée vise à diminuer leurs effets secondaires et améliorer 

sa biodisponibilité (George et al., 2019). 

De nombreuses études ont été consacrées à l’encapsulation de la metformine dans 

des polymères biodégradables afin de réduire ses effets indésirables et d’augmenter sa 

biodisponibilité. Plusieurs polymères ont été utilisés à cet effet, on peut citer l’éthyle 

cellulose (Patel et al., 2006 ; Choudhury et al., 2009), le poly hydroxybuterate co 

valerate (Farago et al., 2008), l’eudragit (Ghodake et al., 2010 ; Hassan et al., 2013) 

et les alginates de sodium (Masarady et al., 2011). 

Des recherches menées au laboratoire des matériaux organiques ont été réalisé sur 

l’encapsulation de la metformine dans une matrice de PLA (Bouriche, 2013). Le travail 

présenté dans cette thèse constitue la continuité de ces études. L’objectif proposé dans 

ce travail s’agit d’étudier et de caractériser des microparticules à base d’un polyester de 

l’acide lactique PLA obtenues par la méthode de double émulsion, destinées à permettre 

une libération prolongée de la metformine après administration par voie orale. 

L’optimisation de quelques paramètres de production est réalisée par des plans 

d’expérience. Des essais de libération in vitro et in vivo de la meformine à partir des 

microparticules sont réalisés. 

La difficulté rencontrée lors de l’élaboration des microparticules de PLA est 

d’obtenir une libération du PA efficace et qui répond aux besoins d’une administration 

orale. Cette problématique est traitée par l’ajout de bio-polymères comme co-

tensioactifs afin de modifier la structure des microparticules et améliorer la libération de 

la metformine. 

Le premier chapitre de cette thèse est consacré à une mise au point bibliographique 

qui expose des généralités relatives sur le diabète de type 2 et ses traitements 

notamment avec la metformine. Les propriétés de la metformine et les contraintes de 

son administration par voie orale. Puis, nous présentons l’intérêt de l’utilisation des 

systèmes à libération prolongée. En particulier, nous définirons la forme microparticule, 

les méthodes de préparation, une attention particulière est portée sur la 

microencapsulation par la méthode de double émulsion évaporation de solvant. Les 

mécanismes et profils de libération du principe actif à partir des microparticules 
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polymères et une modélisation mathématique des cinétiques de libération ont été 

détaillés. Les différents travaux antérieurs réalisés sur la metformine seront présentés. 

Dans le deuxième chapitre, seront présentées toutes les informations relatives aux 

produits et protocoles expérimentaux utilisés dans ce travail. Nous présenterons les 

caractéristiques des matériaux utilisés, la procédure expérimentale d’élaboration des 

microparticules de PLA chargées en metformine, la stratégie du travail expérimental 

d’optimisation des paramètres de préparation des microparticules par la méthodologie 

des plans d’expérience. Les techniques et les protocoles expérimentaux de 

caractérisations utilisées seront décrits. 

Le troisième chapitre a pour objectif la présentation des différents résultats 

expérimentaux.   

La première partie du troisième chapitre est focalisée sur une étude préliminaire de 

préparation des microparticules, l’influence de différents paramètres de préparation des 

microparticules de PLA et leurs optimisations par la méthode des plans d’expériences. 

L’encapsulation de la metformine dans le PLA a été mise en évidence par la 

spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier et l’efficacité d’encapsulation a été 

évaluée par dosage en chromatographie HPLC. La caractérisation de microparticules 

élaborées et les matières pures a été menée en utilisant différentes techniques de 

caractérisation notamment la Zêtamétrie, la DLS, la diffraction des rayons X (DRX), la 

spectroscopie infrarouge à transformée de Fourrier (IR-TF), l’analyse calorimétrique 

différentielle (DSC), et la microscopie électronique à balayage (MEB). Des tests de 

libération de la metformine à partir des microparticules de PLA dans des milieux 

physiologiques ont été réalisés. 

La seconde partie du troisième chapitre est consacrée à la formulation des 

microparticules en présence des biopolymères comme co tensioactifs conçue pour la 

metformine. L’HPMC et le MC sont utilisés pour la préparation des microparticules. 

Les microparticules ont été caractérisées du point de vue de leur efficacité 

d’encapsulation, de taille, et de la charge de la surface et aussi caractérisées par 

différentes techniques (DRX, IRTF, MEB). L’influence de la HPMC et le MC sur la 

libération in vitro de la metformine et sa modélisation par application de plusieurs 

modèles mathématiques ont été étudié. 
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Enfin, on termine ce manuscrit par une conclusion générale et quelques perspectives de 

ce travail. 
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I.1 Définition et physiopathologie du diabète type II 

Le diabète un véritable enjeu de santé publique constitue une des affections 

chroniques les plus fréquentes classé parmi les dix causes du décès des adultes dans le 

monde (Saeedi et al., 2020). C’est une maladie chronique en pleine expansion, selon un 

rapport récent de la Fédération International du Diabètes, plus de 463 millions de 

personnes dans le monde souffrent de diabète, et les perspectives estiment que ce 

nombre augmentera à près de 700 millions d’ici 2045 (Williams et al., 2020). 

Le diabète de type 2 (DT2) est l’un des types de diabète sucré le plus répandu 

avec une incidence croissante dans le monde entier, représente plus de 90 % de tous les 

cas et affecte généralement les adultes (Saeedi et al., 2019). Il est associé très souvent à 

l’obésité et représente plus de 80 % des sujets diabétiques.  

D’un point de vue diagnostique, le diabète de type 2 dite aussi non insulino-

dépendant est une affection métabolique définie par une hyperglycémie caractérisée par 

des taux de glucose dans le sang dépassant les seuils définis par l’OMS ( David et 

Boinet., 2018 ; ADA, 2020): 

- une glycémie supérieure ou égale à 126 mg/d L après un jeûne de 8 heures vérifiée à 

deux reprises ; 

- une glycémie supérieure ou égale à 200 mg/d L 2 heures après une charge orale de 75 

g de glucose (oral glucose tolerance test, OGTT) avec la présence de symptômes de 

diabète (polyurie, polydipsie, amaigrissement, et parfois par une polyphagie et des 

troubles de vision)  

- ou un taux d’hémoglobine glyquée H1C ≥ 6,5 % (11,1 mmol/l) quantifié selon des 

méthodes des références internationales. 

Les éléments physiopathologiques du DT2 comprennent une résistance accrue des 

tissus périphériques (foie, muscles) à l’action de l’insuline, une insuffisance de sécrétion 

d’insuline par les cellules β du pancréas, une sécrétion de glucagon inappropriée, ainsi 

qu’une diminution de l’effet des incrétines, hormones intestinales stimulant la sécrétion 

post-prandiale de l’insuline (ADA, 2020).  

Le diabète de type 2 entraîne des complications tel que l’acidocétose, 

néphropathie, neuropathie, rétinopathie, maladies cardiovasculaires, responsable de 

l’accroissement de la mortalité non seulement dans les pays développés, mais aussi dans 

les pays en développement (Nyane et al., 2017).  

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0515370017305153#!
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I.2 Les traitements de diabète type II  

Le traitement du diabète type II fait appel à différents médicaments administrés 

par voie orale, dans le cas de l’échec d’activité physique et les mesures hygiéno-

diététiques pour rétablir l’équilibre glycémique. Des molécules tel que les biguanides, 

les sulfamides hypoglycémiants, les glinides (répaglinide les méglitinides), les 

inhibiteurs des alpha glucosidases et les glitazones sont utilisée depuis plusieurs 

décennies séparément ou combiné (Pillon et al., 2014 ; Scheen, 2015). Deux nouvelles 

classes thérapeutiques ont été rajoutées, il s’agit des analogues du glucagon (GLP1) et 

des inhibiteurs de l’enzyme dipeptidyl peptidase 4 (DPP4) (Philippe, 2009). Nous 

aborderons ici le traitement médicamenteux constitué par les biguanides essentiellement 

la metformine qui est considérée comme un traitement de première ligne. 

I.3 La metformine   

I.3.1 Origine 

Les biguanides sont des dérivés de l’alcaloïde galégine, la substance active de 

galéga officinalis, également connue sous le nom du lilas français possède diverses 

vertus thérapeutiques (Daugan, 2016). En médecine traditionnelle, elle est utilisée pour 

le traitement de l’épilepsie et la fièvre (Bailey et Day, 2004 ; He et Wondisford , 

2015). En Europe, des préparations à base des extraits de la plante G. officinalis ont été 

prescrites pour traiter la polyurie, la soif et d’autres symptômes du diabète sucré depuis 

le Moyen Âge. Dans les années 1900, la guanidine a été identifiée comme base 

organique responsable de l’effet hypoglycémiant de l’extrait de G officinalis. Vue la 

toxicité de la guanidine pour les applications cliniques, l’isoamyline guanidine est 

utilisée comme agent antidiabétique jusqu’au développement de la metformine et la 

phenformine (Romero et al., 2017). 

Figure 1. Structure des médicaments ayant un motif guanidine (Barbieri et al., 2019)  

http://sciencedirect.ezproxy.univ-ubs.fr/science/article/pii/S0515370014003735?np=y&npKey=76d7604193e8f1ba2ed55a34ba66d040524c4556e1d86936a419d2bf3e3d035b
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La phenformine (Figure 1) est utilisée dans le traitement du diabète puis retirée du 

marché à la fin des années 1970 à cause de sa toxicité élevée fréquemment des accidents 

d'acidose lactique mortels (Bailey, 2017). 

Malgré la découverte de son effet hypoglycémiant dans les année 1920s, ce n’est 

qu’en 1949, que l'intérêt pour la metformine a été ravivé lorsque un médecin français a 

observé des effets abaissantes du glucose de la «flumamine», une formulation contenant 

du diméthylguanide utilisée pour le traitement de la grippe aux Philippines (Vallianou 

et al., 2019). La commercialisation de la metformine comme agent anti 

hyperglycémiant oral pour le traitement du diabète s'est produite pour la première fois 

au Royaume-Uni en 1958 (Daugan, 2016). L’utilisation de la metformine était 

relativement sure, après quelques années de son utilisation clinique en Europe, le 

médicament a été approuvé pour être utilisé au Canada en 1972 et aux États-Unis en 

1995 (Maniar, et al., 2017). L’association américaine du diabète (American Diabetes 

Association and the European Association for the Study of Diabetes) et l’association 

européenne pour l’étude du diabète le recommandent maintenant comme traitement oral 

initial pour les patients atteintes de diabète type 2 (Romero et al., 2017).  

I.3.2 Structure et propriétés physico-chimiques  

La formule brute de la metformine est C4H11N5. HCl et sa masse molaire est 

165,63 g/mol. C’est une molécule obtenue par condensation de deux molécules de 

guanidine avec élimination d’ammoniac d’où son nom chimique ‘Chlorhydrate de 1,1-

diméthyle-biguanide’ (Figure 2). La metformine se présente sous forme d’une poudre 

blanche caractérisée par une température de fusion de 220-225°C. C’est une molécule 

très hydrosoluble (>300 mg/ml à 25°C), et  pratiquement insoluble dans l’acétone, 

l’éther  et dans le chlorure de méthylène (chloroforme) (Roselet et Kumari, 2019). 

Cette molécule appartient à la classe III du système de classification biopharmaceutique 

(biopharmaceutics classification system : BCS) dû à sa grande solubilité dans l’eau et sa 

faible perméabilité intestinale (Cheng et al., 2004).  
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Figure 2. Structure chimique de chlorhydrate de metformine 

La metformine est dotée d’un comportement basique (pKa=11,5 et 2,9). Dans les 

formes galéniques orales, il est généralement présent sous une forme d’un sel de 

chlorhydrate, qui à des pH physiologique existe sous forme d’espèce cationique 

(Roselet and Kumari, 2019 ; Hernández et al., 2015). 

I.3.3 Mécanisme d’action 

 

La metformine est l’unique médicament de la classe des biguanides utilisé comme 

première ligne pour le traitement du diabète DT2. Cette molécule possède des effets anti 

hyperglycémiants, réduise la glycémie basale et postprandiale. Elle ne stimule pas la 

sécrétion d'insuline et ne provoque pas d'hypoglycémie. La metformine agit par 

l'intermédiaire de trois mécanismes ; au niveau du foie, elle contribue à la réduction de 

la production de glucose par inhibition de la néoglucogenèse et de la glycogénolyse, 

stimulation de la synthèse intracellulaire du glycogène. Au niveau du muscle 

squelettique l’effet anti-hyperglycémiant réside dans l’amplification de la sensibilité à 

l'insuline en favorisant la captation et l’utilisation périphérique du glucose. Enfin, la 

metformine retarde l’absorption intestinale du glucose (Tielmans et al., 2006). 

I.3.4 Caractéristiques pharmacocinétiques 

Après administration orale, la metformine est absorbée dans la partie supérieure 

du tractus digestive (petit intestin) ayant une demi-vie biologique courte (1,5 à 1,6 h). 

Sa biodisponibilité orale varie de 40 à 60 % (Papanas et Maltezos, 2009 ; Nanjwade 

et al., 2011).  Elle est rapidement distribuée après son absorption, ne se lie pas aux 

protéines plasmatiques, et subit une excrétion rénale sans identification de métabolite ou 

de conjugué (Scheen, 1996). 
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I.3.5 Administration de la metformine  

L’administration des médicaments par voie orale constitue le mode 

d’administration le plus simple et le plus largement employé grâce à son confort 

d’utilisation et à la facilité d'administration ou encore sa capacité à contenir de grandes 

quantités en PA. Afin d’atteindre sa cible et promouvoir son effet pharmacologique, le 

principe actif doit être absorbé au niveau du tractus gastro-intestinal et entrer en quantité 

suffisante au niveau de la circulation systémique (Fox et al., 2015). Cependant, cette 

phase d’absorption à travers le TGI est un processus complexe qui dépend à la fois des 

paramètres physiologiques (pH, présence d’enzymes, motilité intestinale) et des 

propriétés physicochimiques du principe actif (solubilité, poids moléculaire, 

perméabilité et facteurs de formulation). 

En effet, pour être absorbée par voie orale, les molécules doivent, dans un premier 

temps, être solubilisées dans le liquide gastro-intestinal. Une fois solubilisée et 

dispersée, les molécules doivent, dans un second temps, franchir la barrière épithéliale 

soit en traversant les cellules (passage transcellulaire) soit en passant entre les cellules 

(passage paracellulaire). Ainsi, des molécules de petite taille passent plus facilement 

que des molécules de grande taille.  

La metformine chlorhydrate est une molécule hydrophile positivement chargée, la 

pérméation de l’épithélium digestif apparait comme particulièrement difficile : il s’agit, 

selon la littérature, du facteur limitant son absorption. En plus, elle présente une grande 

hydrosolubilité dans les milieux physiologiques, ce qui induit une excrétion de façon 

rapide, par voie urinaire. Pour assurer une concentration plasmatique efficace, la 

metformine est administrée régulièrement et la posologie recommandée est de 3 g par 

jour (Bouchoucha et al., 2011). Cependant cette consommation journalière  conduit à 

des effets indésirables notamment les troubles digestifs. Dans le but d’améliorer 

l’adhérence du  patient pour son traitement, le développement de nouvelles formes 

galéniques est nécessaire.  

Différentes stratégies galéniques sont décrites dans la littérature pour améliorer la 

biodisponibilité orale des principes actifs et l’une des solutions proposées consiste à 

élaborer des systèmes à libération prolongée par encapsulation dans un polymère 

(Mancer et al., 2018; Raza et al., 2020).  
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I.4 Les systèmes à libération prolongée  

La libération prolongée de principe actif à partir de systèmes polymériques pour 

une administration orale est une approche très intéressante. Les systèmes à libération 

prolongée sont des formulations innovantes élaborées pour palier aux problèmes liées 

aux médicaments classiques. De tels systèmes offrent plusieurs avantages 

comparativement au médicament conventionnel, à savoir : 

 Réduction des effets toxiques potentiels du médicament. De nombreuses 

thérapies utilisent des molécules toxiques, en particulier dans le traitement du 

cancer. Pour assurer l’efficacité thérapeutique du principe actif, il est néanmoins 

nécessaire d’administrer une quantité importante de médicament et/ou de répéter la 

dose requise pour obtenir l’efficacité souhaitée, ce qui peut provoquer des effets 

indésirables liés à la toxicité de la molécule. La libération prolongée permet une 

diminution du nombre de doses et améliore le confort du patient (Montané et al., 

2020);  

 Vectorisation ciblée du principe actif. Certain principe actif tel que la cisplatine 

présente une efficacité limitée due à sa faible spécificité pour le tissu tumoral ce qui 

provoque des effets secondaires graves lors de son utilisation. Pour être dirigé 

directement vers son site d’action, des vecteurs sont conçus afin de ne libérer les 

principes actifs (sélectivité de la libération) qu’au niveau de la cellule cible. 

(Ledezma-Gallegos et al., 2020) ; 

 Protection (stabilisation) du principe actif. Une protection du principe actif 

contre l’inactivation chimique, enzymatique ou réduire leur dégradation indésirable 

dans l’estomac est assurée par le polymère dans le milieu physiologique et par 

conséquent l’amélioration de sa stabilité in vivo. Ce type de vecteurs est 

particulièrement intéressant pour la vectorisation des principes actifs instables dans 

l’environnement biologique telle que l’insuline (Mimi et al., 2015) ; 

 Obtention de profils pharmacocinétiques plus favorables. La libération 

contrôlée d’un principe actif à une vitesse spécifique, durant une période de temps 

bien définie (prolongement de la durée d’action pendant des temps déterminée 

variant de quelques heures à plusieurs mois) obtenue par le piégeage du principe 

actif dans la matrice vecteur, assure le maintien de son niveau de concentration 
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dans la plage thérapeutique et la réduction des fluctuations de concentration en 

principe actif dans le sang (Berrocoso et al., 2017).  

I.4.1 Les microparticules 

Bien qu’une large variété de systèmes à libération prolongée soit étudiée dans la 

littérature, pour l’amélioration de l’efficacité du médicament (liposome, hydrogel, 

micro-nanoparticule, complexe principe actif-polymère), les microparticules 

polymériques s’illustrent surtout pour leur stabilité depuis leur découverte. Ce sont des 

systèmes importants à libération prolongée de nombreuses substances actives, 

initialement conçues pour protéger certaines vitamines contre les réactions d’oxydation. 

Les microparticules ont été progressivement adaptées au fur et à mesure pour le 

développement de nouveaux principes actifs (anticancéreux, hormones, ...) (Lengyel et 

al., 2019). 

I.4.1.1 Définition et morphologies  

La microencapsulation est une technologie impliquée dans la fabrication de 

produits formulés utilisée par un grand nombre d’industries. Elle consiste à la 

préparation de particules individualisées, constituées d’un matériau enrobant contenant 

une ou plusieurs substances actives (solide, liquide ou volatil). Ces particules ayant une 

taille allant de 1 à 1000 µm et contiennent entre 5 et 90 % (en masse) de matière active 

(Dubey et al., 2009). Les microparticules peuvent renfermer plusieurs types de 

substances telles que les médicaments (Takada et al., 2003 ; Vrignaud et al., 2012 ; 

Cosco al., 2015), parfums, arômes, colorants, pesticides, catalyseurs de réaction 

chimique (Boh et Sumiga, 2008), microorganismes (zajkoska et al., 2013) et les 

cellules (Rathore et al., 2013 ; Orive et al., 2015). Ces molécules sont alors protégées 

de l’environnement et peuvent être libérées hors de la microparticule, pendant des temps 

plus ou moins longs variant de quelques heures à plusieurs mois, dans des conditions 

précises de pH, de température, ou d’autres contraintes spécifiques. 

Les microparticules polymériques sont des petites particules solides présentant 

deux variétés de structures internes, en fonction de leur microstructure et sont classés en 

deux types : les microsphères et les microcapsules (Nesterenko et al., 2013 ; Lengyel 

et al., 2019). 
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 Les microcapsules : sont des systèmes réservoirs, sphériques composés d’une 

enveloppe polymérique continue entourant un cœur liquide (huileux ou aqueux), le 

principe actif est généralement dissous dans le cœur mais peut également être 

adsorbé à la surface des microcapsules. (Figure 3.A) (Nesterenko et al., 2013).  

 Les microsphères : sont des systèmes matricielles sphériques constituées d’une 

matrice polymérique dans laquelle le principe actif est dispersé ou dissous durant la 

formation des microsphères, soit adsorbé à leur surface après préparation par 

l'intermédiaire de liaisons électrostatique ou covalente (Figure 3.B) (Nesterenko et 

al., 2013).   

 

 

Figure 3. Photographies obtenues par microscopie électronique à balayage (MEB) 

représentant : A. Microsphère B. Microcapsule (Schugens et al., 1994). 

 

L’intérêt majeur de ces particules réside dans la nature solide de la matrice 

enrobant (polymère) qui leur confère une grande stabilité et des propriétés performantes 

d’encapsulation sur les temps longs (Couvreur et al., 1995 ; Soppimath K.S., 2001). 

I.4.1.2 Préparation de microparticules  

Diverses méthodes de préparation des microparticules à partir de polymères 

préformés existent et largement décrites dans la littérature. Parmi les techniques les plus 

utilisées on peut citer la nanoprécipitation, émulsion/évaporation de solvants, le séchage 

par pulvérisation, le système d’électro-spray coaxial, la coacervation, l’enrobage en lit 

d’air fluidisé (Lee et al., 2016).  
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Choisir la méthode adéquate pour une application donnée est une étape très 

importante, car elle détermine les caractéristiques des particules résultantes (la taille, 

l’efficacité d’encapsulation).  Pour une encapsulation efficace, le choix et la sélection du 

procédé sont basés essentiellement sur les caractéristiques physico-chimiques du 

principe actif utilisé notamment de sa solubilité (Iqbal et al., 2015), mais aussi la nature 

du polymère, l’utilisation prévue et la durée du traitement. La méthode de micro-

encapsulation utilisée doit répandre aux exigences suivantes (Jain, 2000): 

 La stabilité et l’activité biologique de la substance active ne doivent pas être 

affectées au cours du procédé d’encapsulation ou dans les microparticules (produit 

final). 

 Le rendement de fabrication des microparticules dans la gamme de taille souhaitée 

et l’efficacité d’encapsulation doivent être élevés. 

 La qualité des microparticules et les profils de libération de la substance active 

doivent être reproductibles. 

L’étude faisant l’objet de ce manuscrit concerne la technique de micro-

encapsulation par double émulsion évaporation de solvant qui sera détaillée dans la 

partie suivante. 

I.4.1.3 Micro encapsulation par double émulsion 

La méthode d’encapsulation par double émulsion évaporation du solvant est 

décrite dans de nombreuses publications (Chong et al., 2015; Iqbal et al., 2015 ; Ding 

et al., 2019 ). Des principes actifs hydrophiles tels que les médicaments anticancéreux, 

anti-inflammatoires et antibiotiques ont été encapsulées par cette méthode (Giri et al., 

2013; Iqbal et al., 2015 ).  

I.4.1.3.1 Principe de la double  émulsion  

La préparation de microparticules par le procédé d’encapsulation de double 

émulsion évaporation de solvant nécessite trois phases pour la formation d’une 

émulsion double de type eau dans huile dans eau (E1/H/E2). Cette méthode se déroule en 

trois étapes (Garti et Bisperink, 1998 ; Zhao et al., 2007 ; Ye et Chi, 2018): 
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 La première étape est la réalisation d’une émulsion relative au mélange sous 

agitation (agitation mécanique, sonication, ultraturax, …etc)  des phases organique 

(contenant le polymère dissout dans un solvant) et aqueuse interne (contenant le 

principe actif à encapsuler qui est dissoute ou dispersé) stabilisée grâce à un agent 

stabilisant (tensioactifs, moléculaires ou polymères) pour former une émulsion E1/H. 

 La deuxième étape concerne la dispersion de l’émulsion primaire (E1/H) dans la 

phase aqueuse externe, en présence d’un tensioactif adéquat, pour former une émulsion 

double de type eau/huile/eau (E1/H/E2). 

 La troisième étape durant laquelle le solvant diffuse  progressivement à travers 

la membrane polymère en formation  vers la phase aqueuse externe par gradient de 

concentration puis s’évapore à l’interface phase dispersante (généralement de l’eau)/air. 

L’évaporation du solvant peut s’effectuer sous une pression réduite, par évaporateur 

rotatif ou par simple agitation à la température ambiante. Lorsque le solvant s’évapore, 

le polymère contenu dans les gouttelettes de phase organique précipite en encapsulant le 

principe actif hydrosoluble. Des microparticules sont séparées par filtration ou 

centrifugation, lavées plusieurs fois afin d'éliminer l'émulsifiant résiduel et séchées sous 

vide ou lyophilisées. Les microparticules obtenues pourront être stockées sous forme de 

poudre ou bien re-dispersée dans une solution aqueuse (suspension).  

I.4.1.3.2 Tensioactifs utilisés    

L’instabilité de l’émulsion primaire entraîne la perte de gouttelettes aqueuses 

contenant le médicament à la phase aqueuse externe qui est la cause des faibles taux 

d’encapsulation (Coccoli et al., 2008 ; Ito et al., 2008). La stabilité de l’émulsion 

primaire (E1/H) et secondaire (E1/H/E2) est une étape importante lors de la préparation 

des microparticules. Ainsi, leurs préparations fait intervenir dans leurs compositions 

deux tensio-actifs : l’un stabilise les films directs et l’autre les films inverses. 

Les tensioactifs sont de petites molécules amphiphiles ayant des propriétés 

émulsifiantes utilisées pour stabiliser deux phases non miscibles et donc former une 

émulsion. Les tensioactifs sont largement utilisés dans la préparation de particules 

polymériques pour stabiliser l’émulsion, mais aussi pour améliorer les caractéristiques 

des particules (la taille, la forme, l’efficacité de la charge, les propriétés de surface, la 

stabilité colloïdale) et aussi la cinétique de libération (Molavi et al., 2020). 
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Les tensioactifs utilisés pour stabiliser l’émulsion primaire et secondaire lors de 

la préparation des microparticules par la méthode de double émulsion évaporation de 

solvant sont répertories dans le tableau 1. La stabilisation de l’émulsion primaire peut 

également être obtenue sans utilisation de tensioactif, et cela juste par homogénéisation 

à grande vitesse (Meng et al., 2003 ; Miyazaki et al., 2006 ; Zhao et al., 2007 ;  

Machado et Evangelista, 2010). En plus les tensioactifs cités dans le tableau 1, des 

polymères telle que le HPMC, MC sont utilisée comme tensioactifs ou associe dans la 

préparation de microparticules (Sharipova et al., 2017 ; Ydjedd et al., 2017). 

 

Tableau 1. Les tensioactifs utilisés dans la méthode de double émulsion évaporation du 

solvant 

Emulsion primaire Emulsion secondaire Références 

Span 80  PVA 

Beneitez et al., 2014 

Cosco et al., 2015 

PVA PVA 

Coccoli et al., 2008  

 Yang et al., 2000 

Sunsoft 818H PVA Ito et al., 2008 

Span 80 Tween 80 Maiti et al., 2010 

Tween 80 PVA 

Amasya el., 2016 

Cózar-Bernal et al., 2011 

 

 

I.4.1.3.3 Polymères utilisés en W/O/W 

Différents types de polymères sont disponibles pour l’obtention des 

microparticules destinées à une libération prolongée de principes actifs. Les polymères 

synthétiques tels que le poly acide lactique (PLA), le copolymère d’acide lactique et 

glycolique (PLGA), la poly--caprolactone (PCL), le poly hydroxybutirate co valerate 

(PHBV),  le poly méthyle méthacrylate ou naturels comme le chitosane, la gélatine et le 

dextrane sont généralement utilisés pour la microencapsulation. Les polymères de la 

famille des polyesters (PLA, PCL, PLGA) sont les plus utilisés pour la synthèse de 
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microparticules par double émulsion évaporation du solvant (Miladi et al., 2014). 

L’avantage majeur de ces polymères réside dans leurs propriétés de biodégradation et de 

biocompatibilité (Riekes et al., 2011; Bragagni et al., 2013). Les polyesters les plus 

étudiés dans l’encapsulation par la méthode de double émulsion évaporation de solvant 

W/O/W sont présentés dans le tableau 2 ci-dessous.  

Tableau 2. Exemples des polyesters utilisés en micro-encapsulation par la méthode de 

double émulsion évaporation de solvant. 

Polymère PA encapsulé 
Taille des 

particules (µm) 

EE 

(%) 
référence 

PLA 

rhEGF 75-131 5,9-70,9 Han et al., 2001 

Ampiciline-

sodium 
100-350  / Kim et al., 1996 

Prilocine 31,8-68,3 / 
Bragagni et al., 

2013 

PCL 

 

Doxycycline 55,9- 76,9 
20,09- 

81,38 
Raval et al.,  2014 

Lamivudine 0,454 -0,604  78-68 Tshweu et al., 2013 

PHBV 

 

Paclitaxel 0,228  34,9 Vilos et al., 2013 

Docétaxel 0,253- 0,274  28- 44 
Vardhan et  al., 

2017 

Metformine 

HCl 
5,46-26,24  0,85-9,76 Farago et al.,  2008 

Tetracycline 

HCl 
322-538 18-30,1 Sendilet  al.,  1999 
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I.4.2 Mécanismes de libération à partir des microparticules polymères  

L’étude de la libération du principe actif à partir des microparticules est une étape 

importante pour évaluer les systèmes destinés à la libération prolongée d’un principe 

actif, par lesquels on cherche à délivrer le principe actif à une vitesse déterminée et 

constante, pendant une durée suffisamment longue (Costa et al., 2003; Ramteke et al., 

2014 ). La libération des principes actifs à partir des systèmes polymériques 

biodégradables à base de polyesters est gouverné par deux phénomènes principaux qui 

sont la diffusion et la dégradation /érosion (Arifin et al., 2006 ; Fredenberg et al., 

2011; Petlin et al., 2017 ; Macha et al., 2019). À partir de microparticules polymères, 

la libération du principe actif se produit par plusieurs mécanismes (figure 4) basés sur 

les phénomènes déjà mentionnés. Ces mécanismes sont: a) la diffusion à travers des 

pores,  b) la diffusion à travers de la matrice polymérique, c) et l’érosion. 

 

Figure 4. Schématisation des mécanismes de libération d’un principe actif encapsulée 

dans un polymère. (a) Diffusion à travers les pores, (b) Diffusion à travers le polymère 

et (c) Erosion (Fredenberg et al., 2011). 

Afin de mieux comprendre les mécanismes de libération du principe actif à partir 

des microparticules à base de polymère, des modèles mathématiques sont appliqués 

pour décrire le profil de dissolution (Costa et al., 2003 ; Ramteke et al., 2014). Les 

principaux modèles mathématiques empiriques existent dans la littérature, utilisés pour 

décrire la vitesse de libération sont présentés ci-dessous (Jose et al., 2013 ; Bruschi, 

2015).  
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I.4.2.1 Modèle d’ordre 0  

Le modèle d’ordre zéro décris les systèmes ou la vitesse de libération du 

médicament est indépendante de sa concentration. C’est-à-dire une vitesse de libération 

constante au cours temps. Le modèle d’ordre zéro se représente par l’équation suivante : 

Q = K0 × t……………………(1) 

    Ou : Q est la quantité du médicament libérée  

K0 est la constante de vitesse d’ordre zéro 

t est le temps 

 

I.4.2.2 Modèle d’Ordre 1   

Ce modèle est observé dans le cas de la dissolution du médicament hydrophile à 

partir des formes pharmaceutiques poreuses. La fraction de dissolution est fonction du 

logarithme du temps, la vitesse de dissolution diminue en fonction du temps.  La 

libération du médicament qui suit la cinétique du premier ordre peut être exprimée par 

l’équation si dessous : 

Log Q =  Log Q0  + K1 × t/2,303…………………..(2) 

 Avec Q0 est la quantité initiale du médicament 

           K1=constante d’ordre 1 

          t= temps 

I.4.2.3 Modèle d’Higuchi  
 

Ce modèle a été proposé par Higuchi en 1961, c’est le premier modèle 

mathématique conçu pour décrire la libération du médicament à partir des systèmes 

matriciels. Le modèle est connu comme un modèle de diffusion. La fraction de 

libération du PA évolue linéairement en fonction de la racine carrée du temps. 

L’équation simplifie du modèle d’Higuchi est donnée par l’équation suivante : 

 𝑓𝑡  =  𝐾𝐻 ×  √𝑡 ………………………(3) 

 

Ou : KH est la constante de dissolution d’Higuchi 

f t  est la fraction du principe actif libérée à un temps t 
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I.4.2.4 Modèle de Korsmeyer et Peppas (loi puissance) 

Ce modèle a été proposé en 1983 par Korsmeyer et Peppas pour décrire les 

mécanismes de libération des systèmes polymériques (microsphères ou microcapsules). 

Ce modèle, reconnu comme la loi de puissance, est donné par l’équation suivante :   

 

𝑀𝑡

𝑀∞
= 𝐾𝐾𝑃 × 𝑡𝑛………………………(4)  

La valeur de n est utilisée pour caractériser les différents mécanismes de libération 

du médicament correspondant, qui est déterminé juste pour la fraction Mt/M∞ inférieure 

à 60 %. Les résultats sont tracés comme log %  de libération en fonction du log du 

temps.  

I.4.3 Choix d’un modèle mathématique 

La sélection du modèle mathématique dans l’étude de la modélisation de la 

cinétique de libération est une étape essentielle et difficile pour garantir l’efficacité de 

l’étude. L’analyse statistique est l’un des critères du choix du modèle mathématique, par 

la détermination du coefficient (R2). Néanmoins, le meilleur model est celui qui a le 

coefficient de corrélation le plus élevé (Dash et al., 2010; Shaikh et al., 2015 ). 

I.5  la metformine et ses formulations par microencapsulation 

Le développement de nouvelles formulations galéniques pour l’administration de 

la metformine a fait l’objet de nombreuses études. Ces travaux visent à réduire les effets 

secondaires liés au traitement et à améliorer son activité thérapeutique. Ces différents 

travaux de recherche sont présentés ci-dessous.  

Patel et al (2006) ont développé des microparticules de metformine obtenue à 

partir d’éthyle cellulose par la méthode d’évaporation du solvant. L’influence du rapport 

principe actif/polymère et le volume du solvant a été étudié par un plan composite 

centré. Les résultats de cette étude ont montré que les microsphères d'éthyle cellulose 

présentent des propriétés intéressantes en termes d’efficacité d’encapsulation (> 78.32 

%)  et de rendement (> 44.93 %). Les microsphères obtenues flottent dans le milieu 

gastrique pendant plus de 8 h. Des teneurs élevées en éthyle cellulose ont conduit à des 

microsphères avec de grande efficacité d’encapsulation et une libération prolongée et 
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incomplète au bout de 8 h. Le mécanisme de libération de la metformine à partir des 

microsphères d’éthyle cellulose est de type diffusion.  

Corti et al (2007) ont démontré l’usage d’un dérivé hydrophobe de la 

cyclodextrine, le triacétyle cyclodextrine, comme vecteur pour la metformine sous 

forme d’un complexe metformine - triacétyle cyclodextrine et ce afin de développer une 

forme à libération prolongée. Le mélange metformine – triacétyle cyclodextrine a été 

élaboré par différentes méthodes (mélange physique, malaxage, co-broyage et séchage 

par pulvérisation); et l’influence sur la cinétique de libération du mélange final a été 

évaluée. La libération de la metformine in vitro a été ralentie pour le mélange 

metformine- triacétyl-cyclodextrine préparé par la méthode de séchage par pulvérisation 

comparé aux mélanges préparés avec les autres méthodes. 

Farago et al (2008) ont fabriqué des microparticules du PHBV contenant la 

metformine par la méthode de double émulsion évaporation du solvant. Ils ont utilisé 

deux tensioactifs ; le polysorbate 80 pour stabiliser l’émulsion primaire et le polyvinyle 

alcool pour stabiliser l’émulsion secondaire. Les microparticules préparées ont une 

forme sphérique avec une surface rugueuse et un diamètre qui varie entre 5-26 µm. 

L’efficacité d’encapsulation de ces microparticules était faible (3 %). L’ajout d’un sel 

(Na Cl) à la phase aqueuse externe pour la modification de son pH a permis 

d’augmenter l’efficacité d’encapsulation à 9 %. Les résultats des analyses par rayon X 

(DRX) et l’analyse thermique par DSC montrent que la cristallinité de le metformine a 

diminué après encapsulation dans les microsphères et qu’elle dispersée à l’état 

moléculaire dans les microparticules. Le profil de libération de la metformine obtenue 

dans le milieu gastrique (0,1 mol/L en HCL) montre une libération complète au bout de 

3 h. 

Choudhury et Kar (2009) ont étudié l’encapsulation de la metformine dans 

l’éthyle cellulose par deux méthodes ; l’émulsion évaporation du solvant et la 

coacervation. La morphologie, la taille, l’efficacité d’encapsulation et le profil de 

libération des nanoparticules ont été tous affectés par les paramètres de fabrication et les 

conditions opératoires notamment le ratio éthyle cellulose/metformine, la température 

de préparation et la vitesse d’agitation. Les microsphères du méthyle cellulose sont 

testées in vitro et elles sont administrées à des souris rendues diabétiques par 

administration d’alloxane. Les profils de libération de la metformine à partir des 
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différentes formulations dans le milieu gastrique (pH=1,2) ont montré que la 

metformine se libérait lentement avec une libération incomplète au bout de 3 h. L’effet 

hyper glycémique de la metformine est maintenu pendant 10 heures après 

administration orale d’une dose de 60 mg /kg des microsphères préparées par les deux 

méthodes.  

Jain et gupta (2009) ont préparés des particules lipidiques (gelucire) contenant la 

metformine. L’influence du rapport principe actif/lipide a été étudiée. Les résultats de 

cette étude ont montré que l’efficacité d’encapsulation et la taille de particules 

lipidiques obtenues ne sont pas influencées par la variation du rapport 

metformine/lipide. Les particules obtenues sont sphériques et flottent dans le milieu 

gastrique. Pour toutes les formulations, les profils sont biphasiques avec une libération 

incomplète. Le mécanisme de libération de la metformine à partir des particules 

lipidique est de type diffusion. 

Nath et al (2009) ont étudié des microcapsules de metformine à partir de deux 

polymères (acétate butyrate de cellulose CAB, eudragit RL100) préparées par la 

méthode d’évaporation du solvant à partir d’une émulsion huile/huile. Il a été observé 

que la taille et l’efficacité d’encapsulation diminue avec l’augmentation de la vitesse 

d’agitation. Le test de libération a été réalisé dans le milieu gastrique (pH=1,2) et 

intestinal (6,8) pendant 10 h. Les résultats ont montré que la libération de la metformine 

à partir des microparticules préparées avec l’eudragit RL100 dans les deux milieux est 

plus rapide par rapport à celle obtenue à partir des microparticules préparées avec le 

CAB. 

Ghodake et al (2010) ont fabriqué des microparticules de metformine en utilisant 

deux polymères l’eudragit RS 100 et l’hydroxypropyle méthyle cellulose (HPMC 

K4M). Les microparticules ont été préparées par la méthode de diffusion évaporation du 

solvant (simple émulsion de type huile/eau) et l’influence de différents ratios 

HPMC/eudragit  sur l’efficacité d’encapsulation, le rendement et la cinétique de 

libération ont été étudiés. Les résultats de cette étude montrent qu’il existait une relation 

entre la quantité de HPMC et l’efficacité et le rendement d’encapsulation de la 

metformine, plus on augmente la quantité du HPMC, plus l’efficacité d’encapsulation 

de la metformine et son rendement sont faible. Le test de libération de la metformine à 

partir des différentes microparticules a été réalisé dans le milieu gastrique (pH=1,2) et 
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intestinal (6,8)  pendant  12 h. Les profils montrent une libération incomplète de la 

metformine dans les deux milieux de dissolution. Elle est influencée par la quantité du 

l’HPMC dans  les formulations. Plus la quantité du HPMC augmente, plus la libération 

de la metformine est importante. 

Cetin et al (2011) ont développé des nanoparticules d’eudragit RSPO et du poly 

lactique co glycolique acide (PLGA) contenant la metformine obtenue par la méthode 

de nano précipitation. L’augmentation de la concentration de l’eudragit a conduit à 

l’augmentation de la taille des nanoparticules  et l’efficacité d’encapsulation de la 

metformine. Cette différence a été attribuée à l'augmentation de viscosité de la phase 

organique. Une augmentation de la concentration de polymère Eudragit dissous dans la 

phase organique augmente la viscosité de phase organique et réduit l'efficacité 

d'agitation ce qui entraîne la formation de grosses gouttelettes d'émulsion. Les 

nanoparticules obtenues par utilisation d’un mélange d’eudragit et du PLGA (150/50 

mg) possèdent une faible efficacité d’encapsulation qui selon les auteurs est due à la 

différence du poids moléculaire des deux polymères. La libération de la metformine à 

partir des différentes formulations présente des profils biphasiques caractérisés d’une 

libération initiale suivie d’une libération lente et presque complète au bout de 12 h du 

test de libération. 

Kumar et al (2011) ont étudié l’encapsulation de la metformine dans un mélange 

alginate de sodium et une gomme de Karaya par la méthode de gélification. Les 

microparticules obtenues sont sphériques et fluides. L'analyse de taille des différentes 

formulations montre que les microcapsules avaient une taille de 939 à 1204 μm et 

l’efficacité d’encapsulation de la metformine varie de 73 % à 86 %. Des tests de 

libération de la metformine à partir des microparticules ont été réalisés dans le milieu 

gastrique (pH=1,2) pendant 12 h. La libération de la metformine était lente et dépendait 

de la composition de la couche alginate de sodium /gomme de Karaya de microcapsules, 

et suit une cinétique de libération d’ordre zéro caractérisée par une diffusion non 

fickienne (0,59 ˂ n ˂ 0,72). 

Masareddy et al (2011) ont préparé des microsphères de metformine à partir 

d’alginates de sodium par la méthode de gélation ionique en présence du carbonate de 

sodium comme source de formation de gaz. Deux polymères ayant la propriété de 

gonflement ont été utilisés (hydroxy propyle méthyle cellulose (HPMC E50) ; l’éthyle 
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cellulose (EC))  et le chlorure de calcium comme agent gélifiant. L’influence de la 

concentration de l’ HPMC et l’EC sur les propriétés des microsphères a été étudiée par 

utilisation d’un plan factoriel complet. Les microsphères obtenues ont une forme 

sphérique avec une surface poreuse et une taille qui accroit avec la concentration du 

polymère (576.60 ± 11.09 à 730.36 ± 10.33 µm), ceci est dû à  l’augmentation de la 

viscosité de la solution de polymère ce qui a influencés la taille des gouttelettes. 

L’efficacité d’encapsulation de la metformine est inversement proportionnelle à la 

concentration de polymère en raison de sa viscosité qui affecte le coefficient de 

diffusion du principe actif. Le piégeage du principe actif a été attribué à la perméabilité 

des polymères utilisés, qui pourrait faciliter la diffusion d'une partie de médicament 

encapsulé dans le milieu environnant lors de la préparation de microsphères flottantes. Il 

a été constaté d’après les études de libération, que l'augmentation de la concentration de 

HPMC E50 et l’éthyle cellulose affectaient négativement la libération de médicament. 

Allena et al (2012) ont développé un pansement à base d’un mélange de deux 

polymères le chitosane et l’HPMC pour une application cutanée de la metformine. La 

membrane a été préparée par la méthode d’évaporation du solvant en utilisant plusieurs 

ratio du chitosane /HPMC. Les membranes obtenues possèdent une épaisseur de 198 - 

215 µm et leur teneur en metformine est supérieure à 91 %. Toutes les membranes 

résistent à la rupture et conservent leur intégrité avec possibilité au pliage une fois 

utilisé. Le test in vitro a été réalisé à l’aide d’une cellule de diffusion de Franz à 37 °C. 

La cinétique de libération est influencée par la composition en polymère et les résultats 

obtenus montrent une libération prolongée de metformine avec une libération 

incomplète au bout de 24 h.  

Garut et al (2012) ont utilisé différents polymères (éthyle cellulose, hydroxy 

propyle méthyle cellulose et le chitosane)  pour préparer des microsphères contenant la 

metformine par la méthode d’évaporation de solvant. Ils ont étudié l’influence du 

rapport metformine/polymère (1 :1-1 :3), vitesse d’agitation (600-1800) et le type du 

polymère sur la taille des microsphères, l’efficacité d’encapsulation et la cinétique de 

libération. Des microsphères poreuses de taille supérieure à 350 µm ont été obtenues. 

L’augmentation de la vitesse d’agitation (du 600 à 1200 tpm) et de la concentration du 

polymère engendre une amélioration de l’efficacité d’encapsulation; ceci est dû à la 

grande quantité en polymère qui recouvre plus de particules du metformine. Les 
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résultats de la libération in vitro ont révélé que la metformine se libère graduellement à 

partir des microsphères obtenues. Les microsphères préparées présentent un effet 

prolongé jusqu’à 15 h. 

Maji et al (2012) ont préparé des microparticules l’éthyle cellulose contenant la 

metformine par la méthode d’émulsion évaporation de solvant. L’influence de quelques 

variables comme le rapport metformine-polymère, la vitesse d’agitation et la 

concentration du tensioactif span 80 sur les propriétés des microparticules d’éthyle 

cellulose a été étudié. L’efficacité d’encapsulation, la taille des microparticules et le 

profil de libération sont très influencée par ces variables. 

Hasan et al (2013) ont préparé des microsphères à partir de deux copolymères du 

poly méthacrylate ayant des différentes perméabilités : eudragit RSPO et RLPO par la 

méthode d’émulsion évaporation du solvant. Les microsphères ont été préparées avec 

différentes rapports principe actif /polymère afin d’évaluer l’influence de la 

concentration du principe actif sur l’efficacité d’encapsulation et la cinétique de 

libération. Les résultats de l’étude ont montré que des efficacités d’encapsulation élevée 

ont été obtenues avec un rapport metformine/eudragit égale à 30/70 %. Le profil de 

libération de la metformine à partir des microsphères obtenues est caractérisé par un 

effet prolongé, les microsphères de l’eudragit RLPO présentent une libération complète 

de la metformine en 10 h contrairement aux microsphères de l’eudragit RSPO qui 

libèrent environ 69 % de la metformine durant la même période.  

Lokhande et al (2013) ont préparé des microparticules d’Eudragit RS100 chargé en 

metformine par la méthode d’émulsion/évaporation de solvant. Le méthanol est utilisé 

comme solvant pour la metformine et le polymère ; la paraffine liquide (contenant 0,5 

% v/v de Span 80 comme tensioactif et 20 ml de n-hexane comme agent solidifiant) est 

utilisée comme phase externe. Les microparticules sont préparées en utilisant différentes 

ratios metformine/polymère. L’augmentation de la concentration de polymère influe 

considérablement l’efficacité d’encapsulation (EE) ou le rapport de 1/10 permet d’avoir 

une EE maximale de 99 %. Les microparticules obtenues sont sphériques et d’une taille 

uniforme avec une surface poreuse. Les résultats des tests de libération in vitro réalisé 

dans un tampon phosphate (pH= 6.8) ont révélé que l’incorporation de la metformine 

dans la matrice Eudragit RS100 permet de ralentir sa libération pendant 12 h, les 

microparticules préparés avec un rapport de 1/10 présente une libération lente. Tous les 
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profils de libération présentent un effet burst important (environ 50 % en metformine) 

libéré en 1 h du test avec une libération incomplète au bout de 12 h. 

Manconi et al (2013) ont élaboré des liposomes à partir de deux phospholipides 

commerciaux (phosphatidylcholine hydrogéné et phosphatidylcholine de soja). Le but 

de cette étude était de développer un système capable d’augmenter la biodisponibilité et 

de contrôler la libération de la metformine. Les liposomes obtenus ont été caractérisés 

pour déterminer leur morphologie, taille et l’efficacité d’encapsulation. Les interactions 

metformine-polymères ont été réalisées par DRX et DSC et des tests de libération in 

vitro et de biodisponibilité ont été aussi effectués. Les résultats de l’étude révèlent la 

formation de vésicules sous forme sphérique avec une taille d’environ 4 nm, une 

efficacité d’encapsulation de 10 %, qui est amélioré (15 %) par enrobage avec la 

chitosane. Les analyses DSC et DRX confirment la présence d’interactions entre les 

composants des liposomes. Les essais de libération in vitro ont montré des profils de 

libération rapide dans le milieu gastrique et prolongé dans le milieu intestinal. 

L’adhésion des liposomes sur les tissus de l’estomac et de l’intestin des rats dépend 

fortement de la structure des polymères, la chitosane positivement chargé peut former 

des complexes avec la mucine chargée négativement. Après administration orale des 

liposomes, la biodisponibilité de la metformine contenant dans les liposomes se trouve 

amélioré (23 ± 4 %) par comparaison à la solution de metformine (20 ± 8 %). 

 

Nayak et al (2013) ont développé des billes muco adhésives chargées en 

metformine à partir d’un mélange alginate-polysaccaride (extrait de la graine du 

tamarin : EGT) par la méthode de gélification ionique. Le plan factoriel complet a été 

utilisé dans le but d’étudier l’influence du rapport alginate/EGT et la concentration du 

CaCl2, sur l’efficacité d’encapsulation et la libération de la metformine. Les billes 

d’alginate- polysaccharide sont testées in vitro et elles sont administrées à des souris 

rendues diabétiques par administration d’Alexane. L’optimisation par la méthodologie 

des plans d’expériences a permis de préparer des billes alginate-EGT avec une efficacité 

d’encapsulation de 94,86 % avec une taille d’environ 1 mm. La libération de la 

metformine à partir des formulations a été étudié pendant 2 h dans le milieu gastrique 

simulé ensuite pendant 8 h dans le milieu intestinal (tampon phosphate). Les résultats 

ont montré que 94 % de la metformine est libérée au bout de 10 h. Le test d’adhésion 

testée sur la muqueuse intestinale de la chèvre, montre que les billes préparées 
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présentent une bonne adhésion dans le milieu gastrique. Les billes ont permis de réduire 

la glycémie de 25 % pendant 10 heures après administration orale d’une dose de 100 mg 

de metformine/kg.  

 

Sander et al (2013) ont fabriqué des microparticules bio-adhésives de chitosane 

chargées en metformine par la méthode de séchage par pulvérisation. Ces 

microparticules sont conçues pour la délivrance de la metformine dans la muqueuse 

buccale ainsi, les résultats ont montré que l’efficacité d’encapsulation est de 87 %. Des 

tests de bio adhésion ex vivo de la metformine à partir des microparticules préparées ont 

été effectués sur la muqueuse buccale des porcs et les résultats ont montré que la 

rétention de la metformine sur la muqueuse buccale du porc a été améliorée lors de son 

incorporation dans les microparticules du chitosane. L’augmentation du ratio 

chitosane/metformine engendre une amélioration de la rétention de la metformine ce qui 

est due à la grande quantité de polymère aux propriétés d’adhésion importante. 

Sharma et al (2013) ont utilisé des extraits polysaccharidiques de deux plantes pour 

préparer des microsphères contenant la metformine par la méthode d’émulsion 

évaporation de solvant. Les auteurs ont réussi à obtenir des microsphères avec une 

efficacité d’encapsulation jusqu’à 84,7 % et une taille de 145 µm. Les résultats des 

analyses DSC et DRX montrent que la metformine est dispersée à l’état moléculaire 

dans les microsphères sous une forme amorphe. Des tests de dissolution in vitro des 

microsphères de metformine ont été réalisés dans le milieu intestinal simulé (pH=7,4) à 

37 °C et les résultats obtenus indiquent que la libération du principe actif est incomplète 

et est caractérisée par une cinétique de diffusion non fickienne influencée par la 

diffusion et le gonflement du polysaccharide. 

Priyadarshini et al (2016) ont développé des comprimés gastro-résistants de 

metformine destinée à une libération prolongée à base de copolymère poly méthacrylate 

de méthyle greffé géllane (PMMA-g-GG) et la gomme de la graine tamarin (GGT) 

obtenu par granulation humide. Le plan factoriel complet a été utilisé pour évaluer 

l’influence de 3 facteurs ; la quantité du PMMA-g-GG, GGT et la quantité de 

bicarbonate de sodium NaHCO3 (contributeur à la flottabilité) sur la force de 

mucoadhésion, temps de latence de flottabilité et la cinétique de libération dans le 

milieu gastrique simulé. Les comprimés présentaientt une épaisseur vairée de 5,07 à 
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6,18 mm avec une friabilité maximale de 0,46 %. Les analyses thermiques (DSC, ATG) 

effectuées sur la metformine pure et les comprimés préparées ont indiqué une réduction 

de la température de fusion de la metformine. L’étude cristallographique (DRX) 

confirme aussi la nature cristalline de la metformine dans les comprimés. Les résultats 

de la cinétique de libération obtenus indiquent que la libération de la metformine est 

incomplète et elle est caractérisée par une cinétique de diffusion non fickienne qui est 

influencée par la diffusion contrôlée par le gonflement du polymère. 

L’équipe de Shariatinia et Zahraee (2017) ont utilisé un mélange du chitosane (CH) 

et de  poly (éthylène glycol)-bloc-poly (propylène glycol)-bloc-poly (éthylène glycol) 

(BP) pour préparer des films chargés en metformine dans le but de développer un 

nouveau système de libération du médicament. La libération de la metformine à partir 

des films préparés a été réalisée dans un milieu tampon phosphate PBS pendant 15 

jours. Il a été observé que la libération est caractérisée par un effet ‘burst’ pendant 24 h 

(~ 86 %)  ensuite la metformine se libère progressivement dans le temps. Le film 

préparé avec 10 % en metformine présente un système favorable pour la libération du 

médicament. 

 

Martínez-Gómez et al (2017) ont préparé un hydrogel à base d’un mélange des 

alginates de sodium et de poly vinyle alcool. L’effet du pH et de la température sur la 

propriété du gonflement du gel ont été évalués. L’hydrogel préparé ne présente aucun 

changement pour le stimulus pH, en revanche, à la température de 37 °C l’hydrogel se 

trouve dispersé. L’efficacité d’encapsulation de la metformine dans cet hydrogel est de 

81 %. L’étude de la cinétique de libération de la metformine à partir de l’hydrogel a été 

étudiée dans quatre milieux physiologiques simulant le tractus gastro intestinal ont été 

utilisés (estomac (pH 1,2), duodénum et jéjunum (pH 6,5), iléon (pH 8,0) et côlon (pH 

6,5)) ; les résultats de ce test ont montré que la metformine est retenue dans l’hydrogel 

et présente une libération de 38 % au bout de 72 h. 

Mancer et al (2018) ont préparé des microcapsules d’isolat de protéine de soja 

(SPI) et pectine chargées de metformine par la méthode de double émulsion suivie 

d’une coacervation complexe. Le but de cette étude est l’optimisation par la 

méthodologie des plans d’expériences des paramètres (concentration des deux 

tensioactifs la lécithine et le tween 80, la vitesse d’agitation et la durée d’agitation) 

influençant sur l’efficacité d’encapsulation et la distribution de la taille des 
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microparticules. L’efficacité d’encapsulation de la metformine dans les microparticules 

SPI/pectine varie de 70 % à 85 %  et la taille de 0,37 µm à 28 µm. Les résultats obtenus 

montrent que l’efficacité d’encapsulation et la distribution de la taille sont influencées 

par les paramètres étudies. La formulation optimale a montré une efficacité 

d’encapsulation de 83,7 ± 0,45 % et une distribution de taille (span) de 1,26 ± 0,07.  

Kaur et al (2019) ont étudié l’usage de la beta cyclodextrine (β-CD) pour la 

formation d’un complexe metformine dans le but d’améliorer la libération prolongé 

orale du médicament. Le complexe d’inclusion MF- β-CD est préparé par la méthode 

d’irradiation en micro-onde avec des méthodes conventionnelles telles que le mélange 

physique, méthode de malaxage et méthode de co-précipitation. Les complexes 

d’inclusion caractérisés par différentes techniques FTIR, FESEM, PXRD, DSC et 

1HNMR ont révélé que les méthodes de micro-onde et de co-précipitation forment de 

véritables complexes d’inclusion. Les résultats de libération in vitro dans le tampon 

phosphate (pH= 7) montrent que la libération de la metformine est incomplète à partir 

des complexes obtenue par malaxage. 

Sarwar et al (2020) ont mené une étude de libération de la metformine à partir des 

films préparés à base d’un mélange chitosane/polyéthylène glycol méthyle éther 

(PEGME). Les films ont été préparés en solution avec différentes rapport 

chitosane/PEGME. La morphologie, les caractéristiques mécaniques, thermiques et 

structurales des films obtenus ont été étudiés. La libération de la metformine a été 

réalisée dans une solution tampon phosphate (pH =7,4) et le profil de libération indique 

une libération d’environ 20 % de la metformine au bout de 22 h. 

Rebitski et al (2020) ont démontré l’usage de deux types d’argiles : une 

montmorillonite naturelle du Wyoming (commercialisé sous le nom de Cloisite Na ; 

Mt) et une hectorite synthétique (commercialisé sous le nom de Laponite® XLG ; Lap), 

pour l’encapsulation de la metformine. La première étape de la préparation consiste à 

l’intercalation de la metformine dans des feuillets de silicates, ensuite les échantillons 

obtenus sont introduits dans une solution aqueuse de pectine  pour former une 

suspension, qui est ensuite dispersée dans une solution aqueuse de chlorure de calcium. 

L’intercalation de la metformine dans les substrats argileux a été confirmée par XRD et 

l’analyse par infrarouge révèle la présence d’interactions entre les deux composants. Les 

auteurs ont observé un taux de libération de metformine dans le milieu simulé gastrique 
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pendant 2 h à partir des particules de 37 et 45 % pour les deux types d’argiles Mt et Lap 

respectivement. 

En conclusion, ces différentes études visant au développement de formes à 

libération prolongé pour l’administration de la metformine dans la plupart des cas par 

voie orale. L’ensemble des travaux réalisés démontrent l’intérêt de la communauté 

scientifique pour la problématique de l’administration d’un biguanide par voie orale 

pour le traitement de diabète type 2. 
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II.1 Matériels 

II.1.1 Principe Actif : chlorhydrate de metformine 

Le chlorhydrate de metformine a été obtenu auprès de Granules INDIA 

(Madhapur, INDIA). Son degré de pureté est de 99,6 % et sa masse moléculaire est de 

136,5 g. mol-1. 

II.1.2 Polymères  

La matrice poly acide lactique (PLA) utilisé pour la préparation des 

microparticules est fournie en granulés et produite par l’industrie Evonik (Allemagne) 

sous le nom commercial « PLE 005». 

L’hydroxypropyle méthyle cellulose  (HPMC) utilisée dans cette étude est le 

methocel K4M provient de la compagnie Dow chemical (USA).  

Le méthyle cellulose (MC) de viscosité 1000 Cp utilisé dans ce travail est fourni 

par Acofarma (Terrassa Barcelone). 

II.1.3 Les tensioactifs 

Les microparticules de PLA seront préparées à partir d’émulsions double, deux 

tensioactifs sont donc nécessaires à leurs formation. Dans notre travail nous avons 

utilisé plusieurs tensioactifs: Tween 80, Span 20, Span 80 et le Polyvinylique Alcool 

(PVA). 

II.1.3.1 Tween® 80  

Le nom chimique du Tween 80 est le Polysorbate 80. C’est un tensio-actif 

hydrophile biodégradable d’une HLB=15, sa masse molaire est égale à 1310 g/mol et sa 

viscosité varie de 300 à 500 Cp. Il est fourni par Acofarma, Madrid, Espagne. 

II.1.3.2 Span 20 

Le span 20 ou le polyoxyethylene sorbitane (20) monooleate d’une HLB égale à 

8,6 est fourni par Acofarma, Madrid, Spain. 
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II.1.3.3 Span 80 

Le Sorbitane monooléate (Span 80) est fourni par la société Croda Ibérica 

(Barcelone, Espagne). C'est un surfactant de type ester, d’une viscosité élevée (100 cP à 

25 °C), d’un caractère lipophile, la valeur de son HLB est égale à 4,3 ; sa masse 

moléculaire est égale à 428 g/mole. 

II.1.3.4 Le Polyvinylique Alcool (PVA)  

Le PVA hydrolysé à 87 - 89 % avec une masse moléculaire de 30 000–70 000 

g/mol ET d’une HLB égale à 18 fourni par Sigma-Aldrich a été utilisé dans cette étude. 

II.1.4 Héparine sodique 

L’héparine sodique à 5 % provient du Laboratoire ROVI (Barcelone, Espagne) est 

utilisée comme un  anticoagulant sous forme d’une solution injectable.   

II.1.5 Solvants et produits chimiques  

L’eau utilisée dans cette étude est bi-distillée et purifiée avec un système de 

purification d’eau Milli-Q (Advantage A 10).  

Le sodium Dodécile sulfate (SDS ultrapure), Acétate d’ammonium, le 

dihydrogénophosphate de potassium ainsi que l’hydroxyde de sodium (NAOH) sont 

fournis par Panreac, Barcelone. Les solvants utilisés (Dichlorométane, Acétonitrile, 

Méthanol) sont de qualité analytique fournie par Sigma Aldrich.  

II.2 Méthodes 

II.2.1 Élaboration des microparticules  

II.2.1.1 Étude préliminaire 

Avant l’application de l’optimisation, des expériences préliminaires sont réalisées 

pour déterminer la meilleure combinaison de tensioactif auquel le procédé donne lieu à 

des microparticules. La préparation des microparticules est réalisée par la technique de 

double émulsion et évaporation de solvant (Figure 5) selon le mode opératoire décrit 

dans la littérature (Cózar-Bernal et al., 2011) . 
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Figure 5. Schéma des différentes étapes de préparation  des microparticules par double 

émulsion / évaporation de solvant. 

Une solution aqueuse de Chlorhydrate de Metformine (1 ml contenant 5 mg en 

metformine) est ajoutée à 5 ml d’une solution de dichlorométhane à une concentration 

de 20 mg/ml en PLA en présence d’un tensioactif lipophile, une émulsion eau dans 

huile (E1/H) est formée par agitation à l’aide d’un mélangeur à haute vitesse de 

cisaillement. 

Cette émulsion est introduite goutte à goutte dans la phase aqueuse externe 

contenant un tensioactif sous forte agitation à l’aide d’un agitateur (IKA®Euro star 60) 

pour former une double émulsion (E1/H/E2). Le CH2Cl2 est ensuite évaporé sous 

agitation modérée (300 tr/min) à l’aide d’un mélangeur (IKA® RT 10 Power IKA MAG 

Agitateur magnétique multi-positions, plaque chauffante) à la température ambiante et 

sous pression atmosphérique. 

Après centrifugation à 10 000 tr/min pendant 20 min, les microparticules sont 

récupérées, puis lavées avec l’eau distillée (60 ml) et ensuite séchées à l’aide d’un 

lyophilisateur de type (Freeze Dryers Telstar® CRYODOS, Liofilizador, Madrid, 
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Espagne) à -80,0 ± 0,5 °C et 0,05 mbar pendant 24 h.  Enfin, les microparticules sont 

conservées dans un dessiccateur en vue de réaliser des essais de caractérisations. 

Trois formulations notées F1, F2 et F3 à différentes combinaisons de tensioactifs 

(Tween® 80/PVA, Span® 80/Tween® 80 et Span® 80/PVA) sont résumées dans le 

tableau ci-dessous. 

Tableau 3. Pourcentages et tensioactifs utilisés lors des essais préliminaires 

Formulations F1 F3 F3 

PLA (mg) 

Metformine (mg) 

100 

25 

100 

25 

100 

25 

Emulsion primaire 

(% v/v) 

Tween 80 

5 

Span 80  

5 

Span 80 

5 

Emulsion secondaire 

(% w/v) 

PVA  

1,5 

Tween 80 

 5 

PVA  

1,5 

 

II.2.1.2 Modélisation et optimisation par  les plans d’expériences 

II.2.1.2.1 Introduction 

L’approche classique consiste à varier un seul paramètre du procédé 

d’encapsulation et mesurer son effet sur les propriétés des microparticules en 

maintenant tous les autres paramètres constants. Malheureusement, cette méthode est 

longue et les interactions entre les paramètres du procédé ne peuvent pas être évaluées 

(González Rodríguez et al., 2012 ; Nayak et al., 2014). 

Contrairement à la méthode classique, les plans d’expériences appliqués à l’étude 

des surfaces de réponses sont des méthodes statistiques faisant appel à des notions 

mathématiques qui consistent à sélectionner et planifier les essais afin d’identifier, les 

effets des paramètres sur la réponse tout en faisant varier tous les facteurs 

simultanément. Il permet aussi de détecter les interactions éventuelles entre les facteurs, 

de déterminer les facteurs optimum dans la formulation d’un nouveau produit et de 

prédire par modélisation mathématique le comportement d’un procédé (Anderson-

Cook et al., 2009).  
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Les plans d'expériences sont appliqués à des études industrielles en recherche-

développement dans de nombreux domaines vu qu’ils s’inscrivent dans une démarche 

générale d’amélioration de la qualité (Zhang et Mao, 2017). Actuellement, différents 

types des plans d’expériences existent, qui peuvent être regroupés en deux grandes 

familles ; les plans de criblage ou screening et les plans de modélisation (Benoit et 

Yves, 1994). Le choix d’un plan d’expérience adéquat afin de répondre à une 

problématique bien précise se fait selon les informations recherchées.   

 

II.2.1.2.2 Choix des paramètres et du plan d’expérience  

 

La méthode de micro-encapsulation par double émulsion évaporation est utilisée 

pour l’élaboration des microparticules du PLA chargées de metformine HCl. Plusieurs 

facteurs peuvent influencer les propriétés des microparticules. Pour cette étude, nous 

avons sélectionné les facteurs suivants : 

 la quantité de metformine (mg) 

 pH de la phase aqueuse externe 

 quantité du PVA (% p/v) 

 la vitesse d’agitation (rpm) 

Un taux d’encapsulation important et une libération du médicament prolongée sont 

recherchées lors de la micro-encapsulation d’un principe actif, pour cela les réponses 

qu’on souhaite optimiser sont : 

 L’efficacité d’encapsulation  

 la taille des microparticules  

 le potentiel zêta  

Dans le but de modéliser et optimiser les différents facteurs influençant le procédé 

d’élaboration des microparticules, nous avons fait appel au plan d’expérience de Box 

Behnken combiné à la méthode de surface de la réponse (RSM). Selon ce dernier, 

chaque facteur est étudié à 3 niveaux différents noté (-1, 0, +1) en variables codées pour 

le niveau faible, moyen et élevé respectivement. Les niveaux de variation des 

paramètres étudiés ont été déterminés après quelques essais expérimentaux 

préliminaires. 
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Le Tableau 4 présente les paramètres utilisés ainsi que leurs niveaux. Dans cette 

étude, la concentration de PLA est maintenue constante dans toutes les expériences (20 

mg/ml). 

Tableau 4. Niveaux des paramètres d’élaboration des microparticules. 

Paramètres Code  Niveaux 

-1 0 +1 

Quantité de metformine (mg)  

pH de la phase aqueuse 

Quantité du  PVA (% w/v) 

Vitesse d’agitation (rpm) 

X1 

X2 

X3 

X4 

25 

4 

0,5 

400 

50 

5,5 

1 

800 

75 

7 

1,5 

1200 

 

II.2.1.2.3 Construction du plan d’expériences 

Le plan BOX-Behnken est une classe des modèles rotatoire de second ordre. Il est 

basé sur des modèles factoriels incomplets de trois niveaux. Le nombre d’expériences 

(N) nécessaires pour le développement du plan BOX-Behnken est défini par 

l’équation ci-dessous (Ferreira et al., 2007) : 

 

N = 2 k * (k-1) + C0 ………………………………(5) 

Avec 

k est le nombre de facteurs.  

C0 est le nombre des points centraux.  

 

En fonction des quatre facteurs choisis et de leurs niveaux de variation, la matrice 

d’expériences à réaliser est déterminée par le logiciel JMP 7 (institut de SAS à Cary, 

NC, Etats Unis). Le plan d’expériences est détaillé dans le tableau 5 en variables 

codées. Les microparticules ont été synthétisées suivant le protocole expérimental décrit 

dans le paragraphe (§II.2.1.1).  
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Tableau 5. Matrice du plan d’expérience de Box Behnken en variables codées.  

N° exp 

 

Variables centrés réduites     

𝑿𝟏 𝑿𝟐 𝑿𝟑 𝑿𝟒 

1 -1 +1 0 0 

2 -1 0 +1 0 

3 0 +1 +1 0 

4 0 0 -1 -1 

5 +1 0 -1 0 

6 -1 0 -1 0 

7 +1 -1 0 0 

8 0 -1 +1 0 

9 0 +1 0 +1 

10 0 -1 -1 0 

11 0 0 +1 +1 

12 +1 0 +1 0 

13 +1 0 0 -1 

14 0 0 0 0 

15 -1 0 0 +1 

16 0 -1 0 +1 

17 0 -1 0 -1 

18 0 +1 -1 0 

19 0 0 0 0 

20 +1 0 0 +1 

21 0 0 -1 +1 

22 0 0 +1 -1 

23 -1 -1 0 0 

24 0 +1 0 -1 

25 +1 +1 0 0 

26 -1 0 0 -1 

27 0 0 0 0 
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II.2.1.3 Étude de formulation des particules de PLA co-stabilisées par des bio 

polymères  

Afin d’étudier l’influence des biopolymères HPMC et MC comme co-tentioactifs 

sur les propriétés des microparticules et la cinétique de libération, des microparticules 

(notés E1-E5 et E6-E10, respectivement) ont été préparées dans les conditions optimales 

estimées lors de l’étude d’optimisation par les surfaces de réponses selon le mode 

opératoire décrit précédemment. Le span 80 a été substitué par la MC et l’ HPMC et 

nous avons fait varier leur concentration de 0,05 à 0,5 % (w/v). 

II.2.2 Caractérisation des microparticules 

L’encapsulation de la metformine dans la matrice PLA a été mise en évidence par 

évaluation de l’efficacité d’encapsulation en utilisant la chromatographie en phase 

liquide haute performance (HPLC).  

La connaissance détaillée des propriétés structurale et morphologique des  

microparticules élaborées chargées ou non de metformine passe par une combinaison de 

plusieurs techniques d'analyse telles que la granulomètrie à diffraction laser, la 

microscopie électronique à balayage (MEB), la spectroscopie infrarouge à transformée 

de Fourier (IRTF), la diffraction des rayons X (DRX), les propriétés thermiques des 

microparticules élaborées ont été suivies par l’analyse calorimétrique différentielle à 

balayage (DSC). 

II.2.2.1 Détermination de l’efficacité d’encapsulation  

L’efficacité d’encapsulation (Encapsulation Efficiency : EE %), correspondant au 

pourcentage de matière active dans les microparticules est évaluée par dosage indirect 

de la quantité non encapsulées présente dans le surnageant récupéré après centrifugation 

(Bahari Javan et al., 2016 ; Homar et al., 2007). La quantification de la metformine 

dans le surnageant a été réalisée par chromatographie liquide haute performance (high 

performance liquid chromatography : HPLC) suivant la méthode décrite ci-dessous.  

1 ml du surnageant filtré avec des filtres de 0,22 µm de diamètres des pores est 

dilué dans l’eau distillée, ensuite sont introduit dans des ampoules destinées à des  

analyses par HPLC (Hitachi autosampler L-2200, Elite Lachrom) pour déterminer la 

quantité de metformine non encapsulées.  
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Le système chromatographique est composé d’un réservoir de solvant (phase 

mobile), d’un système de pompage, d’une colonne (phase stationnaire), d’un injecteur, 

d’un détecteur UV-Vis et d’une station d’acquisition de donnés. L’appareil utilisé est 

équipé d’une colonne C18, 125 x 4 mm, 5 µm (Lichrospher® 100 RP-18- Merck, 

Barcelona). Les conditions opératoires de la colonne ont été optimisées : phase mobile 

est un mélange acétonitrile: tampon dihydrogenophosphate de potassium (0,02 M  pH= 

6,8) 60:40 %. La température de la colonne est de 45 °C ; temps d’expérience 7 min ;  

détection UV à la longueur d’onde de 236 nm et le volume d'injection de 10 µL. Les 

expériences ont été effectuées en triplicata (Maestrelli et al., 2017). 

 L’efficacité d’encapsulation EE (%), définie comme étant le rapport de la 

quantité de metformine encapsulée et la quantité introduite initialement, est déterminé 

par la formule suivante : 

𝐸𝐸(%) =
m2

m1
⁄ × 100……………………….(6) 

Où : m1 est la masse initiale de la metformine  

 m2 est la masse de la metformine dans les microparticules, c’est la différence 

entre la masse initiale introduite et la masse en metformine dans le surnageant. 

II.2.2.2 Mesure de la taille des microparticules 

La taille des microparticules et leur distribution sont deux paramètres d’indicateurs 

d’homogénéité des microparticules.  

Dans notre étude, la détermination de la taille des microparticules est effectuée en 

solution en utilisant deux appareils ; un de type Partica et un de type Mastersizer 2000. 

La gamme de taille des microparticules détectées par le granulomètre à diffraction  laser 

de type Partica (LA-950 V2, Horiba, Kyoto, Japan) est de 0,01 à 3000 µm et la gamme 

de mesure de l’appareil Mastersizer 2000 (Malvern Instruments) est comprise entre 0,2 

µm et 2000 µm.   

Avant d’effectuer  la mesure, on doit tenir compte des hypothèses suivantes : 

lumière incidente monochromatique, particules sphériques, milieu de dispersion non 

absorbant. L’indice de réfraction utilisé pour le calcul de taille des microparticules 

PLA/eau est de 1,12 (PLA=1,482, eau=1,333). Par cette méthode, un cycle de 3 
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mesures successives est effectué pour chaque test. Avant de réaliser l’analyse, les 

microparticules sont dispersées dans l’eau distillée. 

Les données brutes sont traitées par le logiciel Sizer Sv2.17 (Malvern Instruments, 

Orsayn France) afin de déterminer la distribution de taille des particules. Les résultats 

obtenus sont exprimés soit en diamètre moyen en volume D[4,3], ou bien en diamètre 

moyen en surface D[3,2]. La distribution moyenne de la taille des microparticules aussi 

appelé Span est utilisée pour décrire les résultats granulométriques obtenus.   

Span =
d90−d10

d50
……………………………(7) 

Les critères d10, d50 et le d90 exprimés en micromètres (µm), signifient que 10 % 

50 % ou 90 % des particules en volume ont un diamètre inférieur à ce critère.  

II.2.2.3 Mesure du potentiel zêta 

Le potentiel fournit des informations sur la stabilité et la charge des 

microparticules en solution et dans les fluides physiologiques. 

Les mesures du potentiel zêta sont réalisées sur les microparticules après 

lyophilisation. Nous avons préparé des suspensions de 0,1 g de chaque échantillon dans 

10 ml d’eau distillée ou le milieu physiologique adéquat (solution physiologique 

simulée  de  pH 1,2 ou 6,8), la suspension est bien agitée et ensuite le potentiel zêta a 

été mesuré à 25 °C par diffusion dynamique de la lumière à l’aide de l’appareil 

Zetasizer de type Nano ZS 90 (zêta mètre NS, Malvern Instruments, Worcestershire, 

UK) équipé d’un laser de longueur d’onde λ= 633 nm et d’un angle de détection de 90 

°. Les résultats ont été rapportés comme la moyenne de trois différentes mesures par 

échantillon. 

II.2.2.4 Microscopie Electronique à Balayage (MEB) 

 La caractérisation de la morphologie et de l’état de surface des microparticules 

obtenues ont été effectués par microscopie électronique à balayage (MEB). Dans notre 

étude, nous avons utilisé deux appareils MEB Philips XL30 et Zeiss Evo 50 

(Allemagne) au centre CITIUS de l’université de Séville (Espagne).  

Les microparticules sont déposées sur un ruban adhésif double face d’un porte- 

échantillon puis métallisées avec un mélange constitué de palladium et d’or (épaisseur 
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de 10 nm) par pulvérisation (Edward S X PIRANI50 I) pendant 5 min sous vide (4,5 × 

10-4 Pa). Les microparticules sont ensuite examinées à différents grossissements à la 

tension d'accélération de 20 kV. 

II.2.2.5 Spectroscopie Infrarouge à Transformée de Fourier (IRTF)  

L’Analyse des microparticules par Spectroscopie Infra-rouge à Transformée de 

Fourier (FTIR) a été mise en œuvre afin de mettre en évidence la présence de l'agent 

encapsulé (la metformine) dans les microparticules du PLA. Cette technique aussi est 

utilisée pour détecter les interactions entre le PLA et la metformine susceptible de se 

former lors de la microencapsulation. 

À cet effet, des échantillons ont été mélangés avec du KBr parfaitement sèche (1 

mg de l’échantillon dans 80 mg de KBr), pressés sous forme de pastilles avec une 

presse hydraulique à 70 kN pendant 5 min. Les spectres IRTF ont été enregistrés en 

mode transmitance entre 4 000 et 400 cm-1 avec un nombre de scans de 20 et d’une 

résolution de 1cm-1 sur un appareil FTIR Schimadzu (université de Bejaia). Le logiciel 

IR affinity permet la sauvegarde et le traitement des données. 

II.2.2.6 Analyse calorimétrique différentielle (DSC) 

L’analyse calorimétrique différentielle (Differential Scanning Calorimetry : DSC) 

est l’une des méthodes les plus utilisées pour la caractérisation de la structure cristalline 

des polymères et des principes actifs. Cette technique permet aussi d’enregistrer les 

températures de transition vitreuse (Tg), les enthalpies de cristallisation et de fusion (Tf) 

qui se produisent au cours du chauffage (ou du refroidissement) d’une substance ou 

d’un mélange de substances (pharmacopée européenne, 2008). 

Les propriétés thermiques des matériaux purs (PLA, metformine), les 

microparticules élaborées et les mélanges physiques respectifs de metformine avec le 

polymère PLA ont été étudiées avec un appareil type DSC-131 Setaram à l'université de 

Séville.  

Les échantillons, d’une masse d’environ 10-12 mg, sont introduits dans des 

creusets DSC en aluminium de 40 µl fermé avec des couvercles. Les échantillons sont 

soumis au cycle de température (30–300 °C) avec une vitesse de chauffage de 10 °/min. 

Les Tf et Tg en °C ont été déterminés sur les courbes de chauffage et la valeur de 
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l’enthalpie de fusion est obtenue par intégration du pic de fusion. Un balayage 

thermique a été effectué suivi d’un refroidissement pour chaque échantillon. 

II.2.2.7 Diffraction des Rayons X (DRX)   

La caractérisation de l’état cristallin est nécessaire pour détecter les éventuelles 

modifications des propriétés physiques du principe actif incorporé dans les 

microparticules et celle du polymère. La structure cristalline de la metformine pure et 

celle du PLA pur, et les microparticules a été étudiée par diffraction des rayons X 

(DRX). 

Les analyses DRX ont été effectuées sur un diffractomètre à poudre X' Pert-Pro 

(PANalytical, Netherland) à Université A. Mira, Bejaia. La raie Kα du cuivre a été 

utilisée comme source des rayons X (K-α1= 1,540598 A°). Les diffractogrammes DRX 

des échantillons ont été enregistrés entre 5 et 80° (40°) avec un balayage de 5° min-1 

sous un potentiel de 40 kV et une intensité du courant de 30 mA. 

II.2.3 Études de libération in vitro de la metformine encapsulés dans les 

microparticules 

La technique retenue pour étudier la libération in vitro de la metformine 

incorporée dans les microparticules est la technique de la membrane de dialyse (D’ 

Souza, 2014). 

Deux milieux de libération sont étudiés, une solution acide à pH 1,2 et une 

solution tampon phosphate à pH 6,8. Ces deux milieux sont préconisés par la 

Pharmacopée française (édition de 2006) pour l'étude des formes à libération prolongée, 

simulent respectivement le milieu gastrique et le milieu intestinal. 

 Mode opératoire 

Les microparticules pesés de façon à contenir une quantité équivalente de 5 mg en 

metformine, sont introduites dans une membrane de dialyse formé d'un film de cellulose 

(rétention MWCO: 12-14,000 Da, Spectra/Por 6, laboratoires Spectrum, EE.UU), dont 

les extrémités sont fermées par deux pinces (OSI, Elancourt, France).  

La membrane de dialyse contenant les microparticules est immergé dans le milieu 

de dissolution (100 ml) placé dans un bécher qui est placé dans un bain-marie à 37 ± 0,5 
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ºC sous agitation modérée à 100 tours/minute (agitateur immergeable Variomag tele 

modul 20P, Bioblock Scientific, Illkirch, France). La libération in vitro de la 

metformine à partir des microparticules est étudiée pendant 2 h dans le milieu gastrique, 

puis dans le tampon phosphate pH 6,8 pendant 24 h. Trois répétitions seront effectuées 

pour chaque échantillon testé. 

Des prélèvements d'un volume de 2 ml du milieu sont réalisés aux temps 15, 

30,45 et 60 minutes ainsi qu’aux temps 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 et 24 heures après 

immersion du sac de dialyse dans le milieu de libération. La metformine est dosée par la 

méthode HPLC décrite précédemment (pages 54-55). A chaque mesure, le volume 

prélevé est réintroduit dans le milieu de libération. 

A la fin de la manipulation, le résidu des microparticules dans la membrane du 

dialyse est récupéré et une extraction liquide-liquide de la metformine est appliquée 

selon la méthode décrite ci-dessous. Une quantité connue de poudre de microparticules 

est pesée et dissoute dans du dichlorométhane (2 ml). Quatre extractions de la phase 

organique sont réalisées consécutivement à l’aide de l’eau bi-distillée (8 ml). Vu sa 

grande hydrophilie, la metformine passe vers la phase aqueuse, ou il sera ensuite dosé 

par HPLC. 

II.2.4 Pharmacocinétique des microparticules de metformine chez des lapins  

Comme nous l’avions décrit précédemment, le but de notre travail est de 

développer une formulation de microparticules de polymère -PLA- permettant une 

libération prolongée et une amélioration de la biodisponibilité de la metformine. Très 

peu de travaux en ce sens ont été réalisés sur le PLA pour une administration orale. 

Dans cette optique, une étude pharmacocinétique des microparticules du PLA 

chargée en metformine, après administration d’une dose unique a été explorée chez des 

lapins.   
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II.2.4.1 Préparation des animaux   

Toutes l’étude a été réalisée sur des lapins femelles New zélandaise provenant de 

la Faculté de Vétérinaire de l’Université de Murcie (Espagne) de poids compris entre 

1759- 1814 g à leur arrivée.  

Les animaux sont placés dans des cages par groupe de 2, au sein d’une salle à 

température ambiante (20 ± 1 °C). Les lapins sont maintenus dans un cycle de 12 heures 

d’obscurité et 12 heures de lumière et sont nourris avec de granules d’aliment standard  

(RABIUNIC NANTA, Madrid, Espagne). Les animaux ont accès libre à la nourriture et 

à l’eau. Les lapins n’ont pas reçu de traitement avant les expériences et tous les 

protocoles expérimentaux ont été effectués en conformité avec les recommandations de 

la législation nationale appliquée et approuvée par le comité bioéthique de l’université 

de Murcie (numéro d’agrément de l’animalerie de laboratoire).  

II.2.4.2 Protocole expérimental 

Les lapins ont été répartis en trois groupes de cinq. Chaque animal a reçu une dose 

de 5 mg/kg de chlorhydrate de metformine. Chaque solution est préparée par dissolution 

de la quantité adéquate de la metformine (équivalent de microparticules) dans un sérum 

physiologique (1,5 ml) le jour même de l’étude. 

 le groupe 1 : les lapins ont reçu par voie intraveineuse une dose de metformine en 

solution, l’administration est réalisée par injection dans la veine marginale de 

l’oreille du l’animal.  

 le groupe 2 : les lapins ont reçu une dose de metformine en solution par voie oral.  

 le groupe 3 : les lapins ont reçu une dose de metformine encapsulée par voie oral à 

l'aide d'une aiguille d'alimentation connectée à une seringue.  

Avec une seringue contenant de l’héparine comme anticoagulant, des échantillons 

de sang de 1 ml ont été prélevés dans la veine marginale de l’oreille du lapin aux temps 

suivants : 10, 20, 30, 45, 60, 90 minutes et à 2, 4, 6, 8, 10, 24, 34, 48 heures après 

l’administration de la dose de metformine.  

Les prélèvements sanguins sont centrifugés juste après la collecte pendant 10 min 

à 10.000 rpm. Les échantillons de plasma récoltés ont été congelé à -50 °C, jusqu'à ce 
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qu'ils soient dosés pour déterminer la concentration plasmatique de la metformine et 

d’évaluer les paramètres pharmacocinétiques. 

II.2.4.3 Analyse du plasma  

Les concentrations plasmatiques en metformine ont été déterminées par HPLC 

après l’étape d’extraction comme décrite ci-dessous : 

Tout d’abord les échantillons sont décongelés et 200 µl de plasma est mélangé 

avec 200 µl d’acetonitrile pour précipiter les protéines sous agitation (un vortex pendant 

1 min après 5 min dans un bain ultrasons) suivie d’une centrifugation à 12000 tr/min 

pendant 10 min. Cette étape permet d’isoler les analytes qui seront solubles dans la 

phase organique et d’éliminer par hydrolyse les autres molécules comme les protéines. 

Ensuite 200 µl du surnageant est mélangé avec la phase aqueuse (ratio 1 : 3) et 

transférer dans des ampoules destinées à l’analyse HPLC. Les paramètres 

pharmacocinétiques ont été calculés par utilisation de la méthode non compartimentale. 

La détermination de la concentration de la metformine est effectuée par la 

méthode décrite par Carceles Rodriguez (Carceles Rodriguez et al., 2019). L’analyse 

HPLC a été réalisée à l’aide d’une HPLC JASCO 1575 avec un détecteur UV/VIS à une 

longueur d’onde de 236 nm. La séparation chromatographique est réalisée sur une 

colonne Kromasil C18 (250 x 4,6 mm, 5 µm Analyse Vinicos S.L. Espagne) à 25 ºC. La 

phase mobile utilisée est un mélange d’acetonitrile, acétate d’ammonium (25 mM) 

dodécyle sulfate de sodium (9 mM) (pH=7,02) 45 : 55. Le débit et le volume d’injection 

sont 1 ml/min et 100 µl respectivement. En vue de quantifier la metformine 

plasmatique, une courbe d’étalonnage réalisé avec le plasma du lapin a été déterminée 

dans l’intervalle de concentration entre 100-10000 µg/L, la durée du chromatograme est 

de 10 minutes et le temps de rétention de la metformine est d’environ 4,3 minutes 

(Figure 6). Le coefficient de corrélation obtenue est de R2= 0,99. 
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Figure 6. Chromatogramme obtenu par HPLC pour la metformine dans le plasma du 

lapin. 

II.2.4.4 Analyse pharmacocinétique 

Les paramètres pharmacocinétiques ont été estimés sur la base des courbes de 

concentration plasmatique obtenues pour chaque groupe après administration orale ou 

intraveineuse de la solution de la metformine ou après administration orale des 

microparticules de metformine, par une analyse non compartimentale, réalisée à l'aide 

du logiciel Win Nonlin (Professional® versión 5,3).   

Les paramètres estimés sont : la concentration plasmatique maximale (Cmax), le 

temps du pic de concentration maximale (Tmax), les surfaces sous la courbe des 

concentrations plasmatiques (AUC, Area Under concentration-time Curve), temps de 

demi-vie plasmatique t1/2, volume de distribution (Vd) et clairance (CL), la constante 

d’élimination (Kel), le temps moyen de résidence (mean residence time, MRT) , le 

temps moyen d’adsorption (mean adsorption time, MAT) et la biodisponibilité F. 

II.2.4.5 Analyse statistique des résultats 

Tous les paramètres analysés sont déterminés en moyenne pour chacun des 

groupes et présentés sous la forme de moyenne ± l’écart type. Les différences entre les 

différentes formes de metformine sont déterminées en comparant tous les variables 

étudiées à l'aide d'un test de Kruskall-Wallis. Les différences sont considérées 

significatives au seuil de p < 0,05. 
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Partie 1. Optimisation des paramètres d’encapsulation par les plans d’expériences 

III.1.1 Introduction 

Ce chapitre comporte trois parties : la première concerne la modélisation et 

l’optimisation de la microencapsulation de la metformine dans des microparticules de 

PLA. La deuxième partie a pour objet de caractériser la formulation optimale élaborée 

par différentes techniques physico-chimiques. La troisième partie est consacrée à 

l’étude de libération in vitro et in vivo de la metformine. 

III.1.2 Sélection du couple de surfactants approprié 

L’étape essentielle lors de la formulation des microparticules par double émulsion 

de type W/O/W évaporation du solvant est la stabilité de l’émulsion primaire et 

secondaire. La préparation des microparticules par cette méthode fait intervenir dans 

leurs compositions deux tensio-actifs. Pour cela, le choix des émulsifiants appropriés est 

primordial afin d’obtenir une stabilité optimale. 

Dans une première expérience, le couple Tween 80/PVA a été utilisée pour      

stabiliser l’émulsion primaire et secondaire respectivement (l’expérience 1), nous avons 

remarqué une séparation de phase ce qui n’a pas permis la formation d’une émulsion 

stable et donc aucune microparticule n’est obtenue. Ce résultat n’est pas conforme avec 

ceux obtenus dans la littérature (Cózar-Bernal et al., 2011 ; Amasya et al., 2016) qui, 

dans leurs études ont utilisé le tween 80 pour stabiliser l’émulsion primaire lors de la 

préparation des microparticules par la méthode de double émulsion évaporation de 

solvant (Cózar-Bernal et al., 2011 ; Amasya et al., 2016). La séparation de phase 

observée dans notre cas est peut-être due aux propriétés du tween 80 et de la 

metformine. L’utilisation de tween 80 ne permet pas la synthèse des microparticules de 

PLA et de la metformine.  

Dans l’expérience (2), nous avons utilisé le span 80 et le tween 80 pour stabiliser 

la première et la seconde émulsion respectivement. Une émulsion stable est formée et 

une poudre de particule est obtenue avec présence des agrégats facilement détectable 

visuellement. Leurs observations au microscope électronique à balayage montrent la 

présence des agrégats et des microparticules formées (figure 7). Ce résultat est en 

accord avec ceux obtenus par Cosco et collaborateurs (Cosco et al., 2015).  



Chapitre III.                                                                                  Résultats et discussions 

65 

 

 

Figure 7. Observation au microscope électronique à balayage des microparticules 

préparés avec Span® 80/Tween® 80 (Barre d’échelle =500,100 µm). 

Dans le but d’éliminer/diminuer les agrégats, nous avons réalisé l’expérience (3) 

ou le Tween® 80 est remplacé par le PVA pour stabiliser la première et la seconde 

émulsion respectivement. Une émulsion stable s’est formée et des microparticules sont 

obtenues. Leurs observations au microscope électronique à balayage révèlent que les 

microparticules préparées ont une forme sphérique et aucun agrégat n’est observé 

(Figure 8). 

 

Figure 8. Observation au microscope électronique à balayage des microparticules 

préparés avec le Span® 80/PVA (Barre d’échelle =500,100 µm). 
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Afin de préparer des microparticules à base de polymères par la méthode de 

double émulsion évaporation du solvant, la stabilité de l’émulsion primaire (E1/H) et 

secondaire (E1/H/E2) est un paramètre critique et qui dépend essentiellement de la 

nature du tensioactif utilisé.  

La stabilisation d’émulsion de type eau/huile (E/H) est couramment obtenue par 

l’utilisation d’un tensioactif avec une faible valeur d’HLB (Hydrophilic-Lipophilic 

Balance, ou équilibre hydrophile/lipophile) tel que le span ® 80 (4,6). (Dinarvand et 

al., 2005). L’utilisation du PVA, un tensioactif de type polymère dont la valeur du HLB 

est de 18 conduits à la formation des microparticules sans agrégations par comparaison 

au Tween® 80 (HLB 15) (Xu et al., 2009). Pour la suite de l’étude, le couple Span® 

80/PVA est utilisé dans l’élaboration des microparticules. 

III.1.3 Optimisation et modélisation par les plans d’expériences  

Ce travail vient comme suite à l’étude réalisée sur le criblage par la méthode 

classique des facteurs qui influent sur l’efficacité d’encapsulation de la metformine dans 

un polyester (PLA) obtenue par double émulsion évaporation du solvant (Bouriche, 

2013). Cette étude a permis de dégager un ensemble de facteurs jugés influents sur 

l’efficacité d’encapsulation.  

Dans ce travail, nous avons pu réaliser une optimisation de ces facteurs en 

utilisant les plans d'expériences d'optimisation du type ‘surface de réponse’. Les 

microparticules ont été préparées par la méthode de double émulsion-évaporation du 

solvant (E1/H/E2) conformément au plan de Box Behnken généré par le logiciel JMP 7 

(Institue SAS a Cary, NC, USA).  

Les résultats expérimentaux de l’efficacité d’encapsulation, de la taille et du 

potentiel zêta des microparticules obtenus sont présentés dans le tableau 6.  
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Tableau 6. Résultats expérimentaux de l’efficacité d’encapsulation (Y1), de la taille des 

microparticules (Y2) et le potentiel zêta (Y3). 

Test         EE (%) Y2 (µm) Y3 (mV) 

1 53,91 383,76 -15,20 

2 66,14 129,4 -8,11 

3 23,38 87,94 -23,5 

4 25 721 -14,2 

5 24,35 565,31 -31,4 

6 23,02 1723,52 -17,7 

7 26,18 1543,86 -22,1 

8 29,93 262,62 -26,1 

9 15,38 258,53 -24,4 

10 26,1 1643,08 -27,5 

11 5,57 72,28 -8,54 

12 24,7 378,56 -31,9 

13 35,92 99,92 -19,5 

14 15,73 325,29 -8,5 

15 28,78 433,72 -11,9 

16 10,84 54,58 -18,1 

17 33,54 897 -17,4 

18 8,56 900,94 -27,7 

19 15,18 381,96 -8,69 

20 16,7 73,32 -25,5 

21 15,08 378,27 -33,8 

22 30,88 245 -31,7 

23 42,74 264,77 -6,91 

24 21,19 188,2 -18,1 

25 24,49 205 -24 

26 52,47 144 -10,7 

27 6,16 323,59 -7,94 

D’après le tableau 6, on remarque que l’efficacité d’encapsulation varie entre 5 % 

et 66 %. La valeur maximale de l’efficacité d’encapsulation a été trouvée suivant les 

conditions d’essai N° 2. Ce résultat est en accord avec ceux obtenus dans la littérature 

(Han et al., 2001). La taille des microparticules varie de 54 μm à 1723 μm, la valeur 

minimale de taille a été enregistrée pour les conditions d’encapsulation de l’essai N° 16. 
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Le potentiel zêta est négatif pour toutes les microparticules, il varie de -6,91 à -33,8 mV. 

Les variations des réponses sont importantes, ce qui confirme l’influence des paramètres 

(quantité de metformine, pH, concentration du PVA, vitesse d’agitation) sur les 

réponses étudiés.  

 

III.1.3.1 Estimation graphiques des effets principaux et les interactions 

 

L’analyse graphique des effets principaux et les interactions des paramètres nous 

informent de leurs influences sur les valeurs moyennes des réponses étudiées 

(l’efficacité d’encapsulation, la taille et le potentiel zêta) lors de la microencapsulation. 

La représentation graphique de ses effets est donnée par le logiciel Minitab 14. 

 

III.1.3.1.1 Efficacité d’encapsulation 

Au vu de la figure 9, qui représente les effets principaux des facteurs sur 

l’efficacité d’encapsulation, on remarque que l’augmentation de la quantité en 

metformine (X1) de 25 à 50 mg est accompagnée d’une augmentation de l’efficacité 

d’encapsulation puis une diminution au-delà de cette masse. Ceci s’explique qu’au-delà 

d’un rapport metformine /polymère de ( 
1

2
 ) moins de metformine sera encapsulé.  

Pour l’influence du pH (X2), on remarque que la variation du pH de 4 à 5,5 n’a 

pas d’effet significatif sur l’efficacité d’encapsulation. Mais la variation du 5,5 à 7 

engendre l’accroissement du l’EE. La variation de la concentration du PVA (X3) semble 

ne pas avoir d’effet significatif sur l’efficacité d’encapsulation.  

Concernant l’influence de la vitesse d’agitation (X4), d’une manière générale, 

l’effet est défavorable surtout à partir de la vitesse d’agitation de 800 tr/min. Ceci est dû 

à la fragmentation des microparticules d’où des efficacités d’encapsulations faibles.  
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Figure 9. Diagramme des effets principaux sur l’efficacité d’encapsulation moyenne 

 

L’effet des interactions est relatif à l’influence combinée des deux facteurs en 

question. Certaines interactions ont un effet positif, d’autres un effet négatif et d’autre 

sont sans effet sur la microencapsulation de la metformine dans le PLA. D’après la 

figure 10, on constate que les effets d’interactions entre le PVA et le pH (𝑋3𝑋2), PVA et 

vitesse d’agitation (𝑋3𝑋4) et la vitesse d’agitation et le pH (𝑋4𝑋2) sont importants pour 

l’efficacité d’encapsulation. 

 

 

 

Figure 10. Diagramme des interactions des paramètres sur l’efficacité 

d’encapsulation moyenne 
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III.1.3.1.2 La taille des microparticules 

La figure 11 représente les effets principaux des facteurs sur la taille des 

microparticules, on remarque que l’augmentation de la quantité en metformine (𝑋1) de 

25 à 75 mg n’a pas d’effet significatif sur la taille des microparticules.  

Pour l’influence du pH (𝑋2), on remarque que la pente de la droite est accentuée 

ce qui signifie que l’effet est important. La variation de la concentration du PVA a un 

effet significatif sur la taille des microparticules.  

Concernant l’influence de la vitesse d’agitation (𝑋4) sur la taille des 

microparticules, l’effet est favorable jusqu’ à la vitesse d’agitation de 800 au-delà on 

voit un effet défavorable de la vitesse sur la taille. Ceci est dû à la fragmentation des 

microparticules d’où des microparticules de petite taille.  

 

 

 

Figure 11. Diagramme des effets principaux sur la taille moyenne des microparticules 

 

 

Sur la figure 12, on constate que les effets d’interactions entre la concentration 

du PVA et la quantité de metformine (𝑋2𝑋1), la concentration du PVA et le pH (𝑋2𝑋3) 

et PVA et la vitesse d’agitation (𝑋2𝑋4) sont importants pour la taille des 

microparticules. 
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Figure 12. Diagramme des interactions des paramètres sur la taille moyenne des 

microparticules 

 

III.1.3.1.3 Le potanciel zeta  

 

La figure 13 représente les effets principaux des facteurs sur le potentiel zêta des 

microparticules. On remarque que l’augmentation de la quantité en metformine (𝑋1) de 

25 à 50 mg est accompagnée d’une augmentation en valeur absolue du potentiel zêta, et 

lorsque la masse varie de 50 à 75 mg, le potentiel zêta diminue en valeur absolue. Pour 

l’influence du pH (𝑋2), on remarque un effet moins significatif sur la variation du 

potentiel zêta jusqu’au pH de 5,5, au-delà l’effet est significatif. La variation de la 

concentration du PVA (𝑋3) entre 0,5 et 1 semble avoir effet significatif positive sur le 

potentiel zêta suivi d’un effet négatif lorsque PVA varie de 1 à 1,5. Pour la vitesse 

d’agitation (𝑋4), on ne remarque aucun effet significatif sur la variation du potentiel 

zêta lorsque la vitesse augmente de 800 à 1200 rpm.  
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Figure 13. Diagramme des effets principaux sur le potentiel zêta moyen des 

microparticules 

 

D’après la figure 14, les effets d’interactions entre la quantité de metformine 

PVA (𝑋1𝑋3), la quantité de metformine et la vitesse d’agitation (𝑋1𝑋4), la vitesse 

d’agitation et le pH (𝑋4𝑋2), sont importants pour le potentiel zêta. 

 

 

 

Figure 14. Diagramme des interactions des paramètres sur le potentiel zêta des 

microparticules. 
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III.1.3.2 Analyse par les surfaces de réponses 

Pour visualiser l’effet des variables sur les trois réponses, une représentation 

graphique de la surface de réponse sous forme de surface en trois dimensions a été 

établie par le logiciel JMP 7.  

III.1.3.2.1 Efficacité d’encapsulation  

La figure 15 représente le tracé 3 D des surfaces de réponse montrant la variation 

de l’efficacité d’encapsulation en fonction du changement des variables indépendantes. 

La figure 15 A a montré l’influence de la quantité du metformine (𝑋1) et la 

concentration du PVA (𝑋3) à une valeur constante de pH et de vitesse d’agitation (pH 

5,5 et 800 rpm, respectivement). Une augmentation de la quantité de metformine et de 

la concentration du PVA dans la phase aqueuse externe conduit à une faible efficacité 

d’encapsulation. La viscosité de la phase organique qui ralentit la diffusion du 

metformine de l’émulsion primaire vers la phase aqueuse externe devrait donner lieu à 

une efficacité d’encapsulation élevé alors que ce n’est pas le cas avec notre résultat, ceci 

peut-être expliquer par la formation des microparticules poreuses ce qui facilite la 

migration de la metformine dans la phase aqueuse externe  (Peltonen et al., 2004). Un 

résultat similaire a été trouvé par l’équipe de S. Marquette (Marquette et al., 2014) 

dans leur étude sur le poly vinylique alcool (PVA) ou ce dernier a été utilisé en tant que 

surfactant dans la phase aqueuse externe W2. Son rôle est d’empêcher la coalescence 

des gouttelettes durant la deuxième émulsion et de favoriser la formation de fines 

gouttelettes. Cependant, le surfactant n’améliore pas l’EE de ces formulations ; une 

concentration trop élevée en surfactant devient même délétère pour l’encapsulation.  
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Figure 15. Surface de réponses en 3 dimensions montrant l’influence de : (A) la 

quantité de metformine (mg) et Concentration de PVA (% p/v), (B) la quantité de 

metformine le pH de la phase aqueuse externe et (C) vitesse d’agitation Concentration 

de PVA (% p/v) sur l’efficacité d’encapsulation. 

Dans la figure 15 B, l’augmentation de la quantité du metformine et de la vitesse 

d’agitation donne lieu à des faibles efficacités d’encapsulations. La vitesse d’agitation 

utilisée au cours de la seconde étape d’émulsification se révèle être un facteur 

déterminant ; en effet, durant l’étape de dispersion de l’émulsion E1/H dans la phase 

aqueuse externe (E2) doit être relativement faible afin d’éviter la rupture des 
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gouttelettes formées au cours de la première étape de l’émulsion. Ce résultat est en 

accord avec ceux obtenus par divers auteurs (Yang et al., 2001 ; Maiti et al., 2009). 

Dans l’étude de Yang et al. (Yang et al., 2001), les résultats de l’encapsulation d’une 

protéine dans des polyesters, ont montré que l’efficacité d’encapsulation diminue (de 90 

% à 85,1 %) lorsque la vitesse d'agitation augmente de 500 à 700 tr/min. L’équipe de 

Maiti et al. (Maiti et al., 2009) ont trouvé dans leur étude que la variation la vitesse 

d’agitation de 700 à 1300 tr/min conduit à la diminution de l’efficacité d’encapsulation 

du fluconazole dans l’éthyle cellulose.  

En effet, l’augmentation de la vitesse d’agitation, lors de la formation de 

l’émulsion, entraine une diminution de la taille des gouttelettes, augmentant ainsi la 

surface d’échange entre la phase dispersée et la phase continue, et de ce fait, favorise le 

transfert du PA dans cette dernière avant que les gouttelettes durcissent, ce qui explique 

la diminution de l’efficacité d’encapsulation (André-Abrant et al., 2001). Des vitesses 

d’agitations plus élevées produisent des particules de très petites tailles comme 

conséquence de la réduction des gouttelettes de l’émulsion (Ibraheem et al., 2014) . 

Dans la figure 15 C, on peut voir que l’efficacité d’encapsulation diminue avec 

l’augmentation de la concentration du PVA et la vitesse d’agitation. Une efficacité 

d’encapsulation élevée est observée à une vitesse d’agitation minimale et une 

concentration du PVA maximale. (Samati et al., 2006) qui ont encapsulé le 

flurbiprofène sodique (AINS) dans le PLGA par la technique d’émulsion-évaporation 

du solvant, ont montré que l’efficacité d’encapsulation augmente avec l’augmentation 

de la concentration du tensioactif (PVA) dans la phase aqueuse.  
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III.1.3.2.2 Tailles des microparticules 

Le tracé 3 D des surfaces de réponses montrant l’effet du changement des 

variables indépendants sur la taille des microparticules est donné par la figure 16. 

 

Figure 16. Surface de réponses en 3 dimensions montrant l’influence de : (A) Quantité 

de metformine (mg) et pH de la phase aqueuse, (B) Quantité de metformine (mg) 

Concentration de PVA (% p/v), (C) Vitesse d'agitation (r.p.m.) et pH de la phase 

aqueuse sur la taille moyenne des microparticules. 
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À partir de la figure 16 A présentant l’effet de la quantité de metformine et le pH 

de la phase aqueuse, on voit que l’augmentation de ces derniers provoque 

l’accroissement de la taille des microparticules. Le pH de la phase aqueuse externe peut 

influencer l’ionisation de la metformine qui est chargée positivement dans cet intervalle 

du pH (Desai et al., 2014) donnant lieu à des fortes interactions entre la metformine et 

le groupement terminale du PLA ce qui produit de particules de grande taille. 

D’après la figure 16 B, on remarque la taille des microparticules diminue avec 

l’augmentation de la concentration du PVA et la quantité du metformine. Il a été trouvé 

que la taille des microparticules diminue lorsque la concentration du PVA dans la phase 

aqueuse augmente de 0,1 % à 2 % (Liu et al., 2005). L’augmentation de la 

concentration du PVA assure la stabilisation des émulsions contre la coalescence d’où 

la formation de petites microparticules (Vysloužil et al., 2014). 

Dans la figure 16 C, on peut voir que la taille des microparticules diminue avec 

l’augmentation de la vitesse d’agitation et le pH de la phase aqueuse. La vitesse 

d’agitation est un facteur très important qui contrôle la taille des microparticules (Tobıo 

et al., 2000) . Selon Marquette et ses collaborateurs (Marquette et al., 2014) une 

diminution significative de la taille des microsphères est observée lorsque la vitesse 

d’agitation augmente. 
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III.1.3.2.3 Potentiels zêtas  

Le tracé 3 D des surfaces de réponses montrant l’effet du changement des 

variables indépendants sur le potentiel zêta des microparticules est donné par la figure 

17. 

 

Figure 17. Surface de réponses en 3 dimensions montrant l’influence de : (A) la 

quantité de metformine et le pH de la phase aqueuse, (B) concentration du PVA et le pH 

de la phase aqueuse sur le potentiel zêta des microparticules. 

La figure 17 A montre l'effet de la quantité de metformine et du pH de la phase 

aqueuse. Il en résulte une diminution des valeurs du potentiel zêta lorsque la quantité de 

metformine et les valeurs de pH augmentent. La metformine qui est chargée 

positivement au pH compris entre 4 et 7 (Hernández et al., 2015) peut interagir avec 

les groupes terminaux carboxyliques négatifs du PLA, abaissant la valeur du potentiel 

zêta. D'après la figure 17 B, le potentiel zêta diminue lorsque la concentration de PVA 

augmente. Il est bien connu que le PVA est difficile à éliminer de la surface des 

microparticules et que ses résidus pourraient diminuer le potentiel négatif des 

microparticules (Gao et al., 2005). 

L’analyse précédente, basée sur le détail de l’effet moyen des paramètres étudiés 

et les diverses interactions existantes entre eux, fait apparaitre plusieurs ordres de 

grandeurs. Afin de déterminer parmi ces derniers ceux attribués aux facteurs 
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déterminants et aux interactions dominantes qui ont le plus d’influence sur la méthode 

d’encapsulation, plusieurs étapes de sélection et de validations seront suivies permettant 

ainsi de construire des modèles du système étudié et la détermination des conditions 

optimales. 

III.1.3.3 Analyse statistique des coefficients du modèle  

 

Le but de ce test statistique est d’identifier les coefficients des facteurs et les 

interactions influents sur chacune des réponses. Dans le cas où il existe un ou plusieurs 

coefficients non influents, ils seront supprimés du modèle mathématique afin de le 

simplifier et améliorer sa qualité. 

L’équation du modèle mathématique qui relie la réponse Y en fonction des 

facteurs étudies se présente sous forme d’un polynôme de 2eme degré qui s’écrit sous la 

forme générale suivante :  

 

𝑌 = 𝑏0 + ∑ 𝑏𝑗  𝑥𝑗 +𝑘
𝑗=1 ∑ 𝑏𝑢𝑗

𝑘
𝑢=1,𝑢≠𝑗 𝑥𝑢𝑥𝑗 + ∑ 𝑏𝑗𝑗

𝑘
𝑗=1 𝑎𝑗

2 …………………….(8) 

Les coefficients de l’équation de régression représentent : 

b0 : le terme constant de l’équation de régression ;  

bj : les effets linéaires ;  

bjj: les effets quadratiques; 

buj: les effets d’interactions; 

xj : représente le niveau attribué au facteur j par l’expérimentation pour réaliser un essai. 

Y est la valeur expérimentale ou mesurée de la réponse. 

L’identification des variables significatives et la détermination des valeurs des 

coefficients de régression des modèles mathématiques des trois réponses sont effectuées 

par analyse de la variance (ANOVA) à partir des résultats expérimentaux obtenus. La 

signification statistique a été déterminée par les valeurs de test de Fisher (F) et les 

valeurs des probabilités (P) correspondantes, les valeurs de p inférieures à 0,05, 

indiquent que les coefficients sont significatifs (Paulo et Santos, 2016).  
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III.1.3.3.1 Analyse de la variance ANOVA pour l’efficacité d’encapsulation 

Les résultats de l’analyse de la variance de l’efficacité d’encapsulation sont 

donnés dans le tableau 7. Selon ces résultats, les effets linéaires de la quantité de 

metformine (X1), de la vitesse d’agitation (X4) et de la concentration du PVA (X3) sont 

statistiquement significatifs. En effet, nous remarquons que les coefficients ont des 

valeurs de p inférieures à 0,05.  L’effet de l’interaction entre la quantité de metformine 

et la concentration du PVA (X1 X3) et l’effet quadratique de la metformine (X1 X1) sont 

très significatifs avec des valeurs de P inférieures à 0,01. Tous les autres coefficients ont 

des valeurs de P supérieures à 0,05 ce qui montre que leurs effets ne sont pas 

significatifs (exemple P = 0,3548 > 0,05 pour X2 et l’interaction X1 X4 P = 0,7453 > 

0,05). 

Tableau 7. Analyse de la variance et des paramètres statistiques du modèle estimés par 

le logiciel JMP 7 pour l’efficacité d’encapsulation (Y1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Coefficients de 

régression 
Valeurs 

erreur 

standard 
 valeur de F valeur de P 

Constant 12,35 3,88 3,18 0,0079* 

𝑋1 -9,56 1,94 -4,93 0,0004* 

𝑋2 -1,86 1,94 -0,96 0,3548 

𝑋3 4,87 1,94 2,51 0,0273* 

𝑋4 -8,88 1,94 -4,58 0,0006* 

𝑋1𝑋2 -3,21 3,36 -0,96 0,3578 

𝑋1𝑋3 -10,69 3,36 -3,18 0,0079* 

𝑋2𝑋3 2,74 3,36 0,82 0,4297 

𝑋1𝑋4 1,11 3,36 0,33 0,7453 

𝑋2𝑋4 4,22 3,36 1,26 0,2330 

𝑋3𝑋4 -3,84 3,36 -1,14 0,2748 

𝑋1
2 18,54 2,91 6,37 <,0001* 

𝑋2
2 5,64 2,91 1,94 0,0762 

𝑋3
2 3,96 2,91 1,36 0,1990 

𝑋4
2 2,54 2,91 0,87 0,4004 
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III.1.3.3.2 Analyse de la variance ANOVA pour la taille 

Le tableau 8 expose les résultats de l’analyse de variance ANOVA pour la taille. 

L’effet linéaire de la concentration du PVA (X3) est statistiquement significatif avec une 

valeur de p inférieures à 0,05 (P = 0,0002). Les effets d’interactions entre la quantité de 

metformine et le pH (X1 X2 P = 0,0002 < 0,05), la quantité de metformine et la 

concentration du PVA sont significatifs. En effet, nous remarquons que les coefficients 

de régression X1 X2 et X1 X3 présentent des valeurs de p inférieures à 0,05. Les effets 

quadratiques du pH (P = 0,0439) et la vitesse d’agitation (P = 0,0424) sont significatifs 

avec des valeurs de p inférieures à 0,05. 

Tous les autres coefficients dont les valeurs de p sont supérieures à 0,05 montrent 

que leurs effets ne sont pas significatifs. 

Tableau 8. Analyse de la variance et des paramètres statistiques du modèle estimés par 

le logiciel JMP 7 pour la taille des microparticules (Y2)  

Coefficients de 

régression 
Valeurs 

erreur 

standard 
valeur de F valeur de p 

Constant 343,61 143,84 2,39 0,0359* 

𝑋1 -95,07 78,78 -1,21 0,2528 

𝑋2 -142,81 78,78 -1,81 0,0972 

𝑋3 -396,36 71,924 -5,51 0,0002* 

𝑋4 -85,36 71,924 -1,19 0,2603 

𝑋1𝑋2 -596,39 157,57 -3,78 0,0030* 

𝑋1𝑋3 351,84 124,57 2,82 0,0165* 

𝑋2𝑋3 141,86 124,57 1,14 0,2790 

𝑋1𝑋4 -79,08 124,57 -0,63 0,5385 

𝑋2𝑋4 228,18 124,57 1,83 0,0942 

𝑋3𝑋4 42,50 124,57 0,34 0,7394 

𝑋1
2 163,03 112,58 1,45 0,1755 

𝑋2
2 256,18 112,58 2,28 0,0439* 

𝑋3
2 192,42 109,07 1,76 0,1054 

𝑋4
2 -250,34 109,07 -2,30 0,0424* 
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III.1.3.3.3 Analyse de la variance ANOVA pour le potentiel zêta 

 

Les résultats de l’analyse de la variance pour le potentiel zêta sont donnés dans le 

tableau 9. Les effets linéaires de la quantité de metformine et celle de la concentration 

du PVA sont statistiquement significatifs. En effet, nous remarquons que les 

coefficients de régression X1, X1 présentent des valeurs de p inférieures à 0,05 (p = 

0,0012 et 0,0429 pour X1 et X2 respectivement). D’autre part l’effet d’interaction entre la 

concentration du PVA et la vitesse d’agitation est significatif avec une valeur de p 

inférieure à 0,05. Les effets quadratiques de tous les facteurs sont statistiquement 

significatifs avec des valeurs de p inférieures à 0,05. 

 

Tableau 9. Analyse de la variance et des paramètres statistiques du modèle estimés par 

le logiciel JMP 7 pour le potentiel zêta (Y3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Coefficients de 

régression 
Valeurs 

erreur 

standard 
valeur de F valeur de P 

Constant -8 ,37 1,64 -5,08 0,0004* 

𝑋4 -7,22 0,90 -8,01 <,0001* 

𝑋3 -0,99 0,90 -1,10 0,2950 

𝑋2 1,87 0,82 2,27 0,0443* 

𝑋1 -0,88 0,82 -1,08 0,3050 

𝑋1𝑋2 0,87 1,80 0,49 0,6362 

𝑋1𝑋3 -2,52 1,42 -1,77 0,1049 

𝑋2𝑋3 0,70 1,42 0,49 0,6335 

𝑋1𝑋4 -1,20 1,42 -0,84 0,4184 

𝑋2𝑋4 -1,40 1,42 -0,98 0,3478 

𝑋3𝑋4 10,69 1,42 7,49 <,0001* 

𝑋4
2 -3,02 1,28 -2,34 0,0390* 

𝑋3
2 -6,28 1,28 -4,87 0,0005* 

𝑋2
2 -10,53 1,24 -8,43 <,0001* 

𝑋1
2 -4,49 1,24 -3,60 0,0042* 
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III.1.3.4 Détermination des modèles mathématiques  

 

Après analyse des réponses obtenues à partir de RSM. Les équations de régression 

pour l’efficacité d’encapsulation, la taille des microparticules et le potentiel zêta en 

fonction des termes qui ont un effet significatif données en variables codées sont les 

suivantes :  

𝐸𝐸 (%) = 12.35 − 9.56 𝑋1 + 4.87 𝑋3 − 8.89 𝑋4 − 10.69 𝑋1𝑋3 + 18.54 𝑋1
2           (9) 

𝑀𝑒𝑎𝑛 𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑐𝑙𝑒 𝑠𝑖𝑧𝑒 (µ𝑚) = 343.61 − 396.36 𝑋3 − 596.39𝑋1𝑋2 + 351.84𝑋1𝑋3 +

256.18 𝑋2
2 − 250.34 𝑋4

2                                                                                                                    (10) 

𝑍𝑒𝑡𝑎 𝑝𝑜𝑡𝑒𝑛𝑡𝑖𝑎𝑙 (𝑚𝑉) = −8.38 − 7.23 𝑋1 + 1.87 𝑋3 + 10.69 𝑋3𝑋4 − 3.02 𝑋1
2 −

6.28 𝑋2
2 − 10.53 𝑋3

2 − 4.5 𝑋4
2                                                                                     (11) 

 

X1, X2, X3, X4 sont les valeurs des variables d'essai ; X1 : quantité de metformine (g), 

X2 : pH de la phase aqueuse externe, X3 : concentration du PVA (%), X4 : vitesse 

d’agitation (rpm). 

Le signe de chaque coefficient indique comment le facteur associé influence la 

réponse. Si le coefficient est positif, le facteur possède un effet synergique, et s’il est 

négatif, le facteur possède un effet antagoniste (Hao et al., 2011). Après avoir trouvé les 

coefficients des modèles, on procède à l’analyse statistique des résultats pour la 

validation de ces derniers. 

III.1.3.5 Validation des modèles 

La validation du modèle mathématique est une des étapes fondamentales des 

plans d’expériences. Elle consiste à la vérification de plusieurs grandeurs telle que le 

manque d’ajustement (recherche du biais), l’analyse de la variance du modèle et le 

coefficient de détermination (R²). 
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III.1.3.5.1 Analyse du manque d'ajustement (Recherche de biais) 

La première étape de validation s’effectuera par la recherche de biais du modèle 

en utilisant le test de Fisher, qui consiste à vérifier la probabilité P du manque 

d'ajustement. Si la p-value qu’il lui associait est supérieure à 0,05, le modèle ne présente 

pas de biais, ce qui permet de valider le modèle régression (Ghari et al., 2014). Les 

résultats d’analyse de variance des trois modèles sont présentés dans le tableau ci-

dessous : 

Tableau 10. Validation du modèle Mathématique pour : l’efficacité d’encapsulation 

(Y1), taille des microparticules (Y2) et potentiel zêta (Y3)  

Réponse Source SDC  DL  CM  F  P 

Y1  Modèle  4975,5503 16 310,972 7,8421 < 0,0005* 

Résidus  530,443 10 53,044   

"Lack of Fit" 489,7628 9 54,4181 1,3377 0,5903 

"Pure Error" 40,6802 1 40,6802   

Y2 Modèle  4921465,2 16 307592 3,0205 0,0406 

Résidus  1018348,8 10 101835   

"Lack of Fit" 1016645,3 9 112961 66,3098 0,0950 

"Pure Error" 1703,5 1 1704   

Y3 Modèle 1811,4040 16 113,213 12,9781 0,0001 

Résidus 87,2335 10 8,723   

"Lack of Fit" 92,79 10 9,27 61,0331 0,1317 

"Pure Error" 0,304 2 0,152   

 

Les valeurs de la probabilité P du manque d’ajustement ne sont pas significatives 

(P> 0,05), cela implique que les modèles sont sans biais. Les valeurs de P associent aux 

différents modèles sont inférieures à 0,05 ce qui confirme que les équations de 

régression peuvent être considérées comme adéquates et les modèles sont 

valides à 95 %.  
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III.1.3.5.2 Coefficient de détermination (R²) 

 

Lorsque le modèle est sans biais, on passe à la deuxième étape qui consiste à 

vérifier la signification de la régression. Les coefficients de détermination ajusté 𝐑𝐚
𝟐 et 

prédis 𝐑𝟐 traduisent respectivement, l’explication et la prédiction du modèle associé aux 

résultats obtenus dans le domaine expérimentale (Swamy et al., 2014). Lorsque ces 

deux derniers tendent vers l’unité, le modèle associé explique la variation et prédit 

totalement la réponse. En revanche, lorsque les valeurs de 𝐑𝟐ou 𝐑𝐚
𝟐 tendent vers 0, alors 

le modèle ne peut être utilisé ni pour expliquer la variation ni la prédiction des réponses. 

Le 𝐑𝟐 doit avoir au moins une valeur de 0,85 pour un bon modèle (Noronha et al., 

2013).  

L’analyse statistique indique des coefficients de détermination  𝐑𝟐 d’ordre de 

0,9014 pour l’efficacité d’encapsulation, 0,8848 pour la taille et 0,95 pour le potentiel 

zêta. Cela signifie qu’approximativement 90 % de la variation de l’efficacité 

d’encapsulation, 80 % de la variation de la taille et 95 % de la variation du potentiel zêta 

sont expliquées par les modèles. 

 La différence entre  𝐑𝟐 prédit et 𝐑𝐚
𝟐 ajusté doit être toujours dans l’intervalle de 0 

à 0,20 pour un modèle adéquat (Moghddam et al., 2016). Dans notre étude, la 

différence entre les deux coefficients est de 0,1149, 0,1465 et 0,06 pour les trois 

réponses respectivement.  

En résumé, les résultats des différents tests statistiques précédant confirment la 

validation du modèle linéaire du 2éme
 degré pour les trois réponses choisi dans tous les 

domaines des facteurs appliqués.  

III.1.3.6 Optimisation des paramètres de préparation et leurs validations. 

La méthode de surface de réponse (RSM) est une technique mathématique et 

statistique utilisées pour obtenir les conditions d’encapsulation optimales en utilisant 

comme réponses l’efficacité d’encapsulation, la taille et le potentiel zêta des 

microparticules. Dans cette partie seule l’efficacité d’encapsulation sera optimisée. 
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Après l’étape de la modélisation qui a permis d’établir un modèle de 2eme degré 

traduisant la variation de l’efficacité d’encapsulation en fonction des différents 

paramètres opératoires; le logiciel JMP 7 nous a permis d’identifier les conditions 

optimales théoriques de préparation des microparticules ainsi que la valeur prédite 

d’efficacité d’encapsulation. Les conditions opératoires identifiées, par l’utilisation du 

logiciel JMP 7, sont présentées dans la figure 18.  

 

Figure 18. Conditions optimales obtenues par le modèle pour la préparation des 

microparticules. 

Selon la figure, la formulation optimale est obtenue en fixant les paramètres 

expérimentaux aux valeurs ci-dessous : 

 quantité du metformine : 25 mg 

 pH de la phase aqueuse externe : 4 

 concentration du PVA : 1,5  

 vitesse d’agitation : 400 rpm 

Trois répétitions ont été réalisées avec les conditions optimales théoriques de 

préparations de microparticules, pour faire une comparaison des résultats expérimentaux 

avec les résultats théoriques calculés par le logiciel.  
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 L’efficacité d’encapsulation obtenue est de 78,05 ± 1,87 (%), cette valeur est 

proche de celle prédite par le logiciel (JMP 7) qui est de 82,155 %, ce qui confirme la 

validation du modèle.  

 

III.1.4 Caractérisation des microparticules obtenues aux conditions optimales 

III.1.4.1 Microscopie électronique à balayage  

 

La metformine pure et les microparticules de PLA obtenus (placebo et chargée en 

metformine) ont été observées au microscope électronique à balayage (MEB) comme le 

montre la figure 19.  

 

La metformine (figure 19 a) se présente sous forme de cristaux rectangulaire lisse. 

Les microparticules placebo (figure 19 b) sont sphériques avec une surface rugueuse et 

de taille variables et celles chargées en metformine sont sphériques avec une surface 

lisse et de taille variables aussi (figure 19 c). 
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Figure 19. Observations au microscope électronique à balayage : (a) chlorhydrate de 

metformine pure, (b) microparticules placebo, (c) microparticules PLA metformine 

(formulation optimum). 

 

 

a 

b 

c 
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III.1.4.2 Diffraction aux Rayons X (DRX) 

 

Les propriétés cristallines de la metformine dans les microparticules du PLA ont 

été déterminées par analyse DRX. La figure 20 représente les diagrammes de diffraction 

des rayons X, dans la plage d’angles comprise entre 5 et 40 de la metformine (a), du 

PLA (b), du mélange physique metformine- PLA (c) et de la (d) formulation optimum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20. Diagrammes de diffraction des rayons X du (a) metformine, (b) PLA, (c) 

mélange physique metformine -PLA et de la (d) formulation optimum. 
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Le diffractogramme RX du PLA présente deux pics intense, apparus aux angles 

2θ = 16,75° et 2θ = 18,94° ce qui indique la nature semi-cristalline du PLA. Le 

diffractogramme RX de la metformine présente plusieurs pics notés à 17,44, 24,5, 37,13 

et 39,34 caractéristiques d’un état cristallin. Le diffractogramme de la formulation 

optimum révèle une diminution de l’intensité du pic de cristallinité du PLA et l’absence 

des pics caractéristiques de la metformine. Cette absence peut s’expliquer par la 

présence de la metformine à l’état amorphe dans les microparticules. Des résultats 

similaires à nos résultats ont été rapportés par Farago et al. (Farago et al., 2008), ils 

ont expliqué la cristallinité diminuée après l’encapsulation par la dispersion moléculaire 

de chlorhydrate de metformine dans la matrice du polymère. Hombreiro-Perez et al. 

(Hombreiro-Perez et al., 2003), ont expliqué l’absence de la cristallinité par la 

présence du propranolol HCl sous une forme amorphe dans le polymère. 

 

III.1.4.4 Analyse par (DSC) 

Les thermogrammes obtenus pour la metformine, PLA, mélange physique 

metformine HCl-PLA et les microparticules de la formulation optimum sont présentés 

sur la figure 21 ci-après. 

L’analyse par DSC a montré que la metformine présente un point de fusion égal à 

232,8 °C associe à une enthalpie de fusion de 270,05 J/g ce qui indique l’état cristallin 

de la metformine. Un pic intense endothermique correspondant à la fusion du PLA 

apparaît à 178,7 °C. Le thermogramme de mélanges physiques de PLA et le metformine 

(50 : 50) présente les pics caractéristiques du PLA (178,8 °C) et celui de la metformine 

(234,8 °C). Le thermogramme des MPS contenant la metformine ne montre aucun pic 

endotherme correspondant à la fusion de la metformine tandis que le pic de fusion du 

PLA apparaît sur le thermogramme. Ces résultats indiquent que la metformine est à 

l’état amorphe dans la matrice du PLA. 
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Figure 21. Courbes DSC du (a) metformine, (b) PLA, (c) mélange physique 

metformine -PLA et de la (d) formulation optimum. 

 

III.1.5 Evaluations in vitro des microparticules de PLA contenant la metformin 

La libération in vitro de la metformine à partir des microparticules de PLA a été 

étudiée dans deux milieux simulé gastrique (pH=1,2) et intestinal (pH=6,8). Le 

problème rencontré c’est que les microparticules flottent à la surface des milieux de 

dissolution. Pour cela, les microparticules ont été enfermées dans un sac de dialyse 

(membranes Spectra/por MWCO : 12-14,000, Laboratoires Spectrum, EU) afin 

d’assurer l’immersion des microparticules dans le milieu de dissolution.  
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Les profils de libération de la metformine pure suivie dans le milieu gastrique 

obtenue sans sac de dialyse et à partir du sac de dialyse sont illustrés dans la figure 22. 

 

Figure 22. Profils de libération in vitro de la metformine pure sans membrane de 

dialyse (A) et à partir de la membrane de dialyse (B). 

La comparaison entre les deux profils de dissolution obtenus, est réalisée par le 

calcul du facteur de similarité ƒ2 qui peut être utilisé pour l’estimation de la similarité de 

deux profils de dissolution. Sachant que deux profils de dissolution sont considérés 

similaires si ƒ2 est compris entre 50 et 100. La valeur de ƒ2 est calculée selon l’équation 

(12) par le Microsoft Excel. Le calcul de ƒ2 (99,489) indique que les profils sont 

considérés comme similaires. Nous pouvons constater que la membrane de dialyse ne 

présente aucun effet significatif sur la libération de la metformine. 

𝑓2 = 50 × 𝑙𝑜𝑔 { [1 +
1

n
∑ (𝑅𝑡−𝑇𝑡)2t=n

t=1 ]
−0,5

× 100}……………………..(12) 

 

 La figure 23 illustre le profil de libération obtenu pour la formulation optimum du 

PLA comparé à celui de la metformine pure. 
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Figure 23. Profils de libération in vitro de la metformine pure (A) et des 

microparticules du PLA (formulation optimum, B) 

 

Les cinétiques de libération in vitro effectuées montrent que la libération de la 

metformine pure est rapide et totale (quantité libérée estimée à ~100 % au bout de 12 

minutes). Cependant, les microparticules du PLA montrent un profil de dissolution 

progressive et lent avec un pourcentage de 7 % de metformine libéré à t= 2 h. À t= 24 h, 

Seulement un faible pourcentage (~10 %) de libération de la metformine est notée 

(Figure 23). La même tendance a été observée pour les microparticules de PLA 

encapsulant l’ibuprofène ou ~30 % d’ibuprofène est libéré après 18 de test de libération 

(Bazzo et al., 2012). 

Le PLA est un poly ester hydrophobe empêche la diffusion de la metformine vers 

le milieu de dissolution. L’effet prolongé assuré par le PLA est lié ; à sa cristallinité qui 

ralentisse la mobilité des chaines polymères et donc la libération du médicament 

(Karavelidis et al., 2010), et aux interactions entre le groupement carboxyle du PLA 

chargé négativement et le médicament chargé positivement (Herrmann et Bodmeier, 

1995). De plus, l’absence des pores sur la surface des microparticules est à l’ origine de 

la faible libération du principe actif à partir des systèmes préparés (Zhou et al., 2019). 

Le test de libération in vitro réalisé ne permis pas de prédire avec certitude la 

libération in vivo de la metformine à partir des microparticules de PLA. Pour cela, une 

étude préliminaire in vivo a été menée sur des lapins sains afin de déterminer le profil de 
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libération et les paramètres pharmacocinétiques de la metformine avec la formulation 

précédemment utilisée pour le test in vitro. 

III.1.6 Étude pharmacocinétique de la metformine à partir des microparticules du 

PLA  

Dans cette série d'expériences, le suivi des concentrations plasmatique de la 

metformine chez des lapins sains a été effectué après administration d’une dose de 

5mg/kg. Le tableau suivant résume les concentrations absorbées en (µg/ml) de la 

metformine jusqu’ à 10 heures après administration. La quantification de la metformine 

dans le plasma au-delà de 10 h n’a pas pu être détectée par HPLC. 

Tableau 11. Concentrations plasmatiques moyennes de la metformine après 

administrations de metformine en solution par voie intraveineuse (sol IV), orale (sol 

orale) et sous forme de microparticules (MPs orale) à des lapins (Moyenne ± SD, 

ug/ml), (n=5) 

Temps (min) sol IV sol orale MPs orale 

       5 34,12 ± 3,06 0,53 ± 0,04 0,22± 0,03 

10 21,91 ± 1,18 0,82 ± 0,05 0,44± 0,03 

20 15,98 ± 0,44 1,03 ± 0,10 0,65± 0,01 

30 12,65 ± 0,16 1,13 ± 0,06 0,84± 0,02 

45 11,45 ± 0,40 1,78 ± 0,09 1,06± 0,03 

60 7,64 ± 0,36 2,61 ± 0,09 1,26± 0,04 

90 5,81 ± 0,27 3,19 ± 0,16 1,36± 0,05 

120 4,90 ± 0,13 2,61 ± 0,09 1,26± 0,03 

240 3,05 ± 0,12 2,33 ± 0,06 1,13±0,10 

360 1,57 ± 0,06 1,93 ± 0,09 0,79± 0,03 

480 0,83 ± 0,03 1,34 ± 0,05 0,59± 0,02 

600 / 0,85 ± 0,03 0,33± 0,02 
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Pour vérifier l'homogénéité des données pour chaque groupe de lapins, une 

analyse non-paramétrique de la variance (tests de Kruskal-Wallis et Monte Carlo) a été 

réalisée pour analyser les différences éventuelles des concentrations aux mêmes temps. 

Les résultats trouvés indiquent qu’il n’y pas de différences significatives entre les 

concentrations obtenus au même temps (P > 0,05).   

De la même manière l’analyse non-paramétrique de la variance a été appliquée 

pour analyser les différences éventuelles des concentrations aux différents temps. 

L'analyse réalisée montre qu'il existe des différences significatives entre les différents 

animaux à des temps différents (P < 0,05). 

La figure 24 représente l’évolution chronologique des concentrations 

plasmatiques moyennes de metformine, mesurées dans le plasma sanguin des différents 

groupes de lapins, après administration intraveineuse (IV) de metformine en solution, 

administration orale de metformine en solution ou sous forme de microparticules de 

PLA. La dose unique administrée est de 5 mg metformine/kg de poids corporel.  
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Figure 24. Évolution de la concentration plasmatique en metformine au cours du temps 

après administration intraveineuse (IV) de metformine en solution, administration orale 

de metformine en solution ou sous forme de microparticules de PLA. La dose unique 

administré est de 5 mg metformine / kg (n=5). 
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Les résultats obtenus à l’issue du suivi de variation des concentrations 

plasmatique-temps, nous ont permis de  calculer les paramètres pharmacocinétiques et 

sont illustrés dans le tableau 12 (moyenne ± SD).  

Tableau 12. Paramètres pharmacocinétiques (PK) de la metformine après 

administration intraveineuse (IV) de metformine pure en solution, administration orale 

de metformine pure en solution ou sous forme de microparticules de PLA. La dose 

unique administré est de 5 mg metformine / kg (moyenne ± SD) (n=5). 

PK 

Metformine (moyenne ± SD) 

solution IV solution Oral MPs  Oral 

Cmax (µg/ml) - 3,19 ±0,16 1,36 ±0,05 

Tmax (min) - 110,5±2,37 138,94±4,73 

T ½ (min) 139,61± 4,39 153,78 ±4,19 223,30±21,30 

AUC0-∞ (µg/ml/ min) 2440,77±68,71 882,85±23,90 617,88±12,92 

Vd (mL/Kg) 412,65 ±9,63 1257,59±58,98 2606,33±233,54 

Cl (mL/min/kg) 2,05±0,06 5,67±0,15 8,09±0,17 

MRT (min) 156,52±3,81 254,59± 4,54 369,08 ±18,98 

MAT (min) - 98,05±3,36 206,95 ±31,91 

F (%) - 36,19± 1,27 25,59± 0,46 

 

a.  Administration intraveineuse 

À partir de l'analyse des différents paramètres pharmacocinétiques obtenus, nous 

pouvons observer que le temps de demi-vie a été de 139,61 ± 4,39 min. Si nous 

comparons les données obtenues avec d'autres études pharmacocinétiques de la 

metformine chez le lapin, la valeur obtenue dans notre étude est considérablement 

inférieure à celle obtenue chez cette même espèce (Díez et al., 2017) . Cependant, il est 

à noter que ces différences peuvent être dues au fait que l'étude précédente a été réalisée 
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chez des lapins diabétiques et avec une dose significativement supérieure à celle de 

notre étude (30 mg /kg). Si l'on compare avec d'autres espèces, la valeur obtenue dans 

notre étude est similaire à celle obtenue chez le rat (176 ± 61,5 min) (Choi et al., 2008), 

mais supérieure à celle obtenue chez le cheval (24,9 min ± 0,4) (Hustace et al., 2009). 

Dans le cas de la demi-vie chez l'homme qui est de 6,5 heures (390 min) (dianben), 

significativement plus élevée que celle obtenue dans notre étude, ce qui est logique, 

compte tenu du fait que le lapin fait partie des espèces dites éliminateurs rapides, qui 

présentent une élimination plus accélérée des médicaments par rapport à l’espèce 

humaine. 

Le MRT obtenu dans notre étude est de 156,52 ± 3,81 min, ce qui est nettement 

supérieur à celui obtenu dans l'étude de Díez et al (81,70 ± 3,98) pour la voie 

intraveineuse. Cependant, il est similaire à celui obtenu chez ces mêmes lapins 

diabétiques par voie orale après administration de 30 mg/kg. 

Le volume de distribution obtenu est de 412,65 ± 9,63 mL/kg. Qui, compte tenu 

de la variabilité inter spécifique, est du même ordre que celui obtenu chez le rat (539 ± 

243 mL/kg) (Choi et al., 2008) et chez les chevaux (300 ± 100 ml/kg) (Hustace et al., 

2009). Cependant, il est nettement inférieur à celui obtenu chez les lapins diabétiques 

(5137,7 ± 1839,9 mL / min) (Díez et al., 2017). Étant donné que la dose utilisée dans 

cette étude était bien plus élevée que la nôtre, il est possible qu'un certain pourcentage 

de la dose s'accumule dans des compartiments profonds, ce qui se traduirait par une 

augmentation du volume de distribution calculé.  

b. Administration orale de metformine en solution 

Nos résultats sont de l'ordre de ceux obtenus par d'autres chercheurs sur d'autres 

modèles animaux. Chez les lapins diabétiques (Díez et al., 2017), une demi-vie de 155 

minutes a été obtenue par rapport à 153,78 ± 4,19 min dans nos données, tandis que 

chez les rats diabétiques (Wu et al.,2019) une TRM de 300 ± 1,03 minutes a été 

calculée, légèrement supérieure à celle calculée dans nos travaux (254,59 ± 4,54 min). 

Le volume de distribution obtenu dans notre étude était de 1257,59 ± 58,98 mL / kg et 

le temps d'absorption moyen (MAT) était de 98,05 ± 3,36 min. Au vu des résultats 

obtenus pour le MRT IV (156,52 min) et le MAT oral (98,05 min), on peut voir 



Chapitre III.                                                                                  Résultats et discussions 

98 

 

comment les animaux présentent une valeur MAT inférieure à la MRT intraveineuse. 

On en conclut que, en principe, l'absorption, après administration orale de la metformine 

non encapsulée, ne se comporte pas comme un facteur limitant d'élimination. 

L'explication réside probablement dans le degré élevé d'effet de premier passage que la 

metformine subit chez toutes les espèces. 

c. Administration orale de metformine encapsulée 

Les résultats obtenus pour le MRT (369,08 ± 18,98 min), MAT (206,95 ± 31,91 

min), le temps de demi-vie (223,30 ± 21,30 min), Vd (2606,33 ± 233,54 mL / kg) 

indiquent que le procédé de microencapsulation modifie les principaux paramètres 

pharmacocinétiques de la metformine. Dans l’étude de Hong et ses collaborateurs 

(Hong et al., 2019), le MRT de la metformine encapsulée par la méthode de double 

émulsion évaporation du solvant a été augmenté d’un facteur de 2,49 et le temps de 

demi-vie de 4,02.  

Au vu des résultats obtenus pour le MRT IV (156,52 min) et le MAT encapsulé 

par voie orale (206,95 min), on peut voir que les animaux présentent une valeur MAT 

plus élevée que le MRT intraveineux. De là, on conclut que, en principe, l'absorption, 

après administration orale microparticules de metformine, se comporte comme un 

facteur limitant d'élimination, et donc conditionne l'apparition d'un phénomène de flip-

flop dans cette formulation. Cette situation peut être considérée comme avantageuse car 

elle permet une libération prolongée du médicament et il passe dans la circulation 

sanguine de manière plus uniforme, sans pics de concentration, ce qui serait intéressant 

pour un médicament tel que la metformine, dont la fonction est de réguler la glycémie. 

d. Étude comparative du processus d'absorption de la metformine par voie 

orale (en solution et encapsulée) 

Les résultats obtenus indiquent que la microencapsulation de la metformine 

modifie ses paramètres pharmacocinétiques. Statistiquement significatifs, nous avons 

trouvé des augmentations de la constante d'absorption (Ka), du volume de distribution 

(Vd) et de la demi-vie (T1 / 2) et une réduction de la constante d'élimination (ke). 
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L'augmentation statistiquement significative des valeurs de MAT et de MRT de la 

formulation de metformine encapsulée par rapport à la metformine en solution, indique 

qu'elle permet d'atteindre des concentrations plasmatiques plus homogènes et 

prolongées. Ce qui pourrait avoir une importance clinique en fournissant une réponse 

pharmacologique plus uniforme. 

La concentration plasmatique maximale des microparticules PLA metformine est 

2,34 fois inférieure de celle de la metformine en solution. En plus, le temps nécessaire 

pour atteindre la concentration plasmatique est significativement prolongé pour les 

microparticules PLA metformine qui peut être due à la faible absorption de la 

metformine par les cellules du tractus gastro-intestinale suite à son incorporation dans 

des microparticules hydrophobe à base de PLA qui libèrent lentement le principe actif. 

Le temps de demi-vie d'élimination t ½(min) pour la metformine encapsulé suite à 

une administration orale est plus élevé chez le groupe de lapins ayant reçu par voie orale 

des microparticules de PLA que les lapins ayant reçu par voie IV ou orale une solution 

de metformine pure. Ce résultat indique que l'incorporation de metformine dans les 

microparticules de PLA augmente la demi-vie du principe actif. 

La valeur du temps moyen de résidence (mean residence time, MRT) est 

significativement plus élevée chez le groupe de lapins ayant reçu par voie orale des 

microparticules de PLA par rapport aux lapins ayant reçu par voie IV ou orale une 

solution de metformine pure. Il est aussi à noter que les autres paramètres 

pharmacocinétiques de la metformine encapsulée tel que le volume de distribution 

moyens Vd (2606,33 ± 233,54 mL/Kg), la clairance moyenne Cl (8,09 ± 0,17 

mL/min/kg), le temps d’absorption moyen (206,95 ± 31,91 min) sont supérieurs a ceux 

de la solution pure de metformine après administration orale ou IV. Cette augmentation 

montre une prolongation de la libération de la metformine à partir de ces 

microparticules dans le plasma ce qui devrait améliorer l’efficacité pharmacologique du 

principe actif. 

L’aire sous la courbe AUC (0-∞) qui reflète la quantité du médicament qui a 

séjourné dans le sang a significativement diminué pour les microparticules comparée à 

la solution de metformine pure. La valeur d’AUC (0-∞) de metformine après 
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administration orale des microparticules est de 617,88 ± 12,92 µg/ml/min, cependant 

l’AUC (0-∞) de la solution de metformine pure est de 882,85 ± 23,90 µg/ml/ min et 

2440,77 ± 68,71 µg/ml/min après administration orale et IV respectivement. Une ASC0-

∞ significativement faible des microparticules de metformine PLA indique une faible 

libération de metformine à partir des microparticules développées par rapport à la 

solution pure. Dans le cas des microparticules de PLA, la diminution de l'AUC (0-∞) et la 

faible valeur de Cmax pourraient s'expliquer par une diminution de la diffusion de la 

metformine à partir des microparticules de PLA qui limitent la libération du 

médicament. La comparaison des formes de la metformine après administration par voie 

orale indique que la biodisponibilité orale après incorporation de la metformine dans les 

microparticules de PLA n’est pas améliorée (25,59±0,46 %). Cette baisse inattendue de 

la biodisponibilité est probablement la conséquence de la faible durée d’exposition des 

microparticules de PLA aux fluides physiologiques. En effet, la dégradation 

enzymatique (lysozyme, protéinase K, lipase) des microparticules de PLA lors du 

passage de l’estomac à l’intestin, se produit après 72 heures (Kuo et al., 2012).  

III.1.7 Conclusion  

Dans cette première partie, des microparticules de PLA ont été préparées par la 

méthode de double émulsion évaporation du solvant, et parmi les tensio-actifs utilisés le 

span 80 a été sélectionné pour stabiliser la première émulsion (E1/H). L’effet des 

paramètres de préparation (la quantité en metformine, pH de la phase aqueuse, 

concentration de l’émulsifiant (PVA) et vitesse d’agitation) sur le taux d’encapsulation, 

la taille et le potentiel zêta des microparticules ont été étudiés par la méthodologie des 

plans d’expériences (Plan de box Behnken). L’analyse de la variance a révélé que l’effet 

de ces quatre facteurs sur les réponses étudiés est bien décrit par des modèles de second 

ordre. Le modèle polynomial du second ordre appliqué a donné une description 

satisfaisante des données expérimentales montrant que l’efficacité d’encapsulation était 

plus affectée par la quantité en metformine, concentration de l’émulsifiant (PVA) et 

vitesse d’agitation. 

 L’optimisation expérimentale des paramètres déjà cités précédemment est basée 

sur l'obtention de microparticules ayant une efficacité d’encapsulation la plus 

importante. Le taux d'encapsulation prédit par le modèle dans les conditions 
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expérimentales optimales s'est avéré être en bonne corrélation avec celui déterminé 

expérimentalement 82,15 % et 78,05  1,87 % respectivement.  

La forme sphérique des microparticules obtenues a été mise en évidence par 

l'observation au microscope électronique à balayage (MEB). Les analyses DRX et DSC 

ont montré que la metformine encapsulée est présente à l’état amorphe. 

La libération de la metformine à partir des microparticules est faible au bout de 

24h (~10 %) et les tests in vivo ont montré que la biodisponibilité orale de la 

metformine n’est pas améliorée (25 %). Comme perspective à cette première partie il est 

nécessaire d’avoir une cinétique de libération du PA adaptée afin d’améliorer le passage 

du PA dans le sang pour espérer une meilleure biodisponibilité. Dans la suite de ce 

travail, nous étudierons l’effet de l’ajout de biopolymères sur les propriétés des 

microparticules afin d’obtenir une amélioration de la cinétique de libération. 
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Partie 2 : Influence des bio-polymères sur les propriétés des microparticules et 

étude de la cinétique de la libération résultantes 

III.2.1 Introduction 

La metformine est encapsulée dans du PLA par la méthode de double émulsion 

évaporation du solvant selon les conditions optimum déterminés dans la première partie. 

Dans la phase aqueuse interne est ajouté du méthyle cellulose (MC) ou l’hydroxypropyl 

methylcellulose (HPMC) comme co-tensioactifs remplaçants le span 80 dans le but 

d’étudier leurs influences sur les propriétés physicochimiques des microparticules et la 

cinétique de la libération dans des milieux physiologiques simulés.  

III.2.2 Étude morphologique des microparticules 

La caractérisation morphologique des microparticules de PLA préparées par 

l’ajout du MC dans la phase aqueuse interne a été effectuée par le microscope 

électronique à balayage (figure 25).  

Les microparticules ont relativement une forme sphérique ou allongée et lisse 

(formulations E2 et E3) sauf la formulation E4 qui présente des formes et des tailles 

hétérogènes. L’augmentation de la concentration en MC semble ne pas avoir un effet 

sur la structure de la surface des microparticules.  
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Figure 25. Observations au microscope électronique à balayage des microparticules 

préparées avec différentes concentrations du MC  
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La microscopie électronique réalisée sur les microparticules de metformine 

obtenues par l’ajout du HPMC (Figure 26) montre, que quelle que soient les 

concentrations utilisées, les microparticules sont hétérogènes en tailles avec des surfaces 

rugueuses et présence des pores non uniformes à l’exception des microparticules de la 

formulation E9 qui sont sphériques et lisses.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26. Observations au microscope électronique à balayage des microparticules 

préparées avec différentes concentrations du l’HPMC.  
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III.2.3 Analyse granulométrique et potentiel zêta des particules 

La répartition granulométrique des microparticules obtenue en solution (l’eau bi 

distillée) est présentée dans le tableau 13.  

Tableau 13. Caractéristiques des microparticules obtenues avec différentes 

concentrations en bio polymère MC et HPMC, après séchage.  

Formulation [%] 
d10 

(µm) 

d50 

(µm) 

d90 

(µm) 
D (4,3) Span 

E1 0,05 14,26±0,15 50,56±0,08 70,04±0,14 47,77±0,11 1,10 

E2 0,1 10,44±0,94 63,01±0,54 92,02±0,47 58,35±0,65 1,29 

E3 0,2 42,16±2,90 91,15±2,10 473,91±76,23 176,05±0,01 4,73 

E4 0,4 6,751±0,01 14,85±0,03 29,38±0,07 17,64±22,73 1,52 

E5 0,5 7,56±0,029 26,56±0,03 75,21±0,98 34,04±0,08 2,54 

E6 0,05 32,84±1,55 57,52±1,15 78,97±0,57 56,32±0,11 0,80 

E7 0,1 38,94±0,25 68,11±0,36 92,14±0,41 66,45±0,27 0,78 

E8 0,2 28,17±0,29 52,557±0,31 72,71±0,32 51,71±0,14 0,84 

E9 0,4 20,107±0,37 42,507±0,18 58,75±0,32 41,62±0,24 0,90 

E10 0,5 17,53±1,82 42,87±0,44 61,46±0,10 41,68±0,65 1,02 

D (4,3) : diamètre moyenne en volume 

D10 : 10e centile de la distribution.  

D50 : taille médiane de la taille des particules. 

 D90 : 90e centile de la distribution.  

Span : largeur de la distribution de taille des particules. 

Les tailles des microparticules obtenues varient entre 17,05 ± 0,01 µm à 176,64 ± 

22,73 µm (taille exprimé en D (4,3)) avec une polydispersité supérieure à 1 pour les 
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formulations E1-E5, ce qui indique que la gamme de tailles est large. Aucune tendance 

entre l’évolution de taille des microparticules et la concentration du bio-polymère MC 

n’est observée. Cependant, pour le HPMC, les tailles obtenues diminuent de 66,45±0,27 

µm à 41,62±0,24 µm lorsque la concentration en HPMC augmente de 0,1 à 0,4 % dans 

la phase aqueuse interne et l’indice de polydispersité augmente de 0,78 à 0,90, mais il 

reste toujours inferieur par comparaison à celui obtenu avec la MC. La concentration 

élevée de l’HPMC conduit à l’augmentation de la viscosité de la phase aqueuse interne 

résultant en des gouttelettes plus grosses produisant des microparticules possédant une 

taille plus grande (Ghaderi et al., 1996). L’augmentation de la concentration du HPMC 

de 0,4 à 0,5 n’a pas d’effet significatif sur la taille. Les grandes valeurs de l’indice de 

polydispersité peuvent être corrélées à la présence de plusieurs populations de 

microparticules de tailles différentes.  

La distribution de taille des particules peut être monomodale (une population) ou 

polymodale (plusieurs populations), mono-disperse (distribution étroite) ou poly-

disperse (distribution large) (Gaumet et al., 2008). Les distributions de taille des 

microparticules de PLA préparées avec MC / HPMC à différentes concentration sont 

présentées sur la Figure 27.  

Les microparticules préparées avec différentes concentrations en MC possèdent la 

même allure de distribution de taille, qui d’après la littérature correspond à une 

distribution monomodale avec une agglomération (le faible pic en volume). Lorsque la 

concentration du MC augmente, plusieurs épaulements se manifestent. Quelle que soit 

la concentration du HPMC, les microparticules préparées possèdent la même allure de 

distribution de taille. Un signal et un épaulement (deux signaux) sont observés ; le 

signal principal correspond au signal de microparticules individualisées et le second 

signal de faible intensité correspond à des agglomérats de microparticules.  Ces résultats 

sont conformes à ce que l’on trouve dans la littérature, à savoir que la taille des 

particules polymères produites par double émulsion évaporation du solvant n’est pas 

mono disperse et que leur distribution est large (Ibraheem et al., 2015 ; Morais et al., 

2017).  
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Figure 27. Courbes de distribution de taille en DLS des microparticules préparées avec 

MC (E1-E5)/ HPMC (E6-E10) à différentes concentration. 

La connaissance de la charge ou le potentiel zêta des microparticules est très 

importante pour la stabilité des microparticules mais aussi pour la délivrance du 

médicament (Honary et Zahir, 2013). Le potentiel zêta est la mesure de la charge 

d’une microparticule dispersé dans un liquide et peut être également relié à la stabilité 

du système et sa valeur dépend essentiellement de la composition des microparticules et 

du milieu dispersant. Les microparticules préparées à partir de polyesters telle que le 

PLA présentent des potentiels zêta négatifs (Altmeyer et al., 2016 ; Liu et al., 2014). 
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Les valeurs de potentiel zêta sont présentées sur la figure 28. Nous pouvons 

remarquer que toutes les microparticules obtenues ont une charge négative. On constate 

que la surface des microparticules E1-E5 est moins chargée que celles des 

microparticules E6-E10. L’ensemble des valeurs du potentiel zêta des microparticules 

sont inferieurs en valeur absolue à 30 mV (à l’exception de la formulation E10), en se 

référant à la classification relative de la stabilité des particules en suspension reporté 

dans la littérature (Honary et Zahir, 2013), nous pouvons affirmer que, nos 

microparticules possèdent une stabilité limitée.   

 

Figure 28. Potentiel Zêta des différentes microparticules préparées avec différents 

concentrations de MC (E1-E5) et l’HPMC (E6-E10). 

III.2.4 Caractérisation des microparticules par diffraction des rayons X 

L’analyse par diffraction des rayons X permet de détecter les éventuelles 

modifications du réseau cristallin du principe actif en interactions avec la matrice PLA. 

Les diffractogrammes du PLA et de la metformine pure, et les différentes formulations 

sont illustrée dans la figure 29.  
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Figure 29. diffractogrammes de rayon X de la metformine pure (a), PLA pur (b), 

microparticules préparées avec le MC (c) et le HPMC (d) 

Le diffractogramme de la metformine pure (Figure 29 a) montre une structure 

cristalline caractérisée par la présence de plusieurs pics cristallins fins situés 

successivement à 2θ égales à 12,09 º, 17,47 º, 24,44 º, 28,29 º, 31,05 º, 37,09 º et à 

39,20º. Le diffractogramme du PLA pure (Figure 29 b) montre une structure semi 

cristalline. Le PLA possède deux pics cristallins intenses, situés à des angles 2θ   

d’environ de 21,55 et 23,79. 

En comparant les diffractogrammes des microparticules préparées avec le méthyle 

cellulose (Figure 29 c) avec ceux de la metformine et du PLA pure, on observe 

l’absence des pics caractéristiques de la metformine. Pour les pics caractéristiques du 

PLA, on remarque une légère diminution de leurs intensités. 
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Tout comme le MC, les diffractogrammes des microparticules de PLA préparé en 

présence du HPMC (Figure 29 d) montre une similitude dans les profils, révèle la 

disparition de tous les raies caractéristiques de la metformine. Par ailleurs, les deux 

principaux pics du PLA tendent à disparaître par diminution très remarquées de leurs 

intensités.  

L’absence des pics caractéristiques de la metformine et la diminution des 

intensités des pics caractéristiques du polymère met en évidence le caractère amorphe la 

metformine dans toutes les microparticules, et ceci est dû à la dispersion moléculaire de 

la metformine dans la matrice PLA pendant la microencapsulation.  

III.2.5 Analyse thermique des microparticules par DSC 

Le comportement thermique du PLA, la metformine et les différentes 

microparticules sont observé par DSC pour enregistrer les éventuels changements 

d’états de l’échantillon qui peuvent avoir lieu lors de l’encapsulation. Les 

thermogrammes obtenus lors du premier chauffage sont illustrés par la figure 30. 
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Figure 30. Thermogrammes DSC de la metformine pure (a), PLA pur (b), 

microparticules préparées avec le MC (c) et l’HPMC (d). 

Le thermogramme (DSC) obtenu pour la metformine pure (Figure 30 a) montre un 

seul pic endothermique entre 200 et 250 °C, centré à Tf = 233 °C (54,7 J g-1) attribué à 

sa température de fusion. Le thermogramme (DSC) du PLA pure (Figure 30 b) montre 

un pic endothermique de fusion situé à 179 °C, correspond à la fusion de la partie 

cristalline du PLA. 

La comparaison entre les diagrammes DSC du PLA, metformine et les différentes 

microparticules (Figure 30 c et d) montre ; la disparation du pic de fusion de la 

metformine et la diminution de l’intensité du pic de fusion du PLA avec l’addition de la 

MC et le HPMC. Ce résultat confirme, une fois de plus la bonne dispersion de la 

metformine dans la matrice polymère. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus 
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par analyse DRX montrant la dispersion/dissolution de la metformine dans la matrice du 

PLA (Machado et al., 2009). 

III.2.6 Caractérisation des microparticules par Spectroscopie Infra-Rouge (IR)  

La figure 31 présente les spectres infrarouges (IR) du PLA, la metformine pure, et 

les différentes microparticules. L’utilisation de cette méthode d’analyse nous a permet 

d’identifier les groupements caractéristiques de PLA et de chlorhydrate de metformine, 

et aussi identifier les interactions entre ces derniers dans les microparticules. 

Le spectre IR-TF de la metformine pure (Figure 31 a)  présente deux bandes de 

vibration de valence de la liaison N-H de C-N-H primaire se situent dans la région 3400 

et 3100 cm-1. Les absorbances à 3396 cm -1, 3296 cm -1 et 3176 cm-1 correspondant à 

l’élongation symétrique et asymétrique de N-H primaire. Une bande intense positionnée 

à1620 cm -1 est assigné à la déformation dans le plan de la liaison NH2. Les bandes à 

734 cm-1 et 933 cm-1 de moyen à faible intensité sont assignées aux balancements de la 

liaison C-H et CN-C respectivement. À 1625 cm-1 une forte bande d’adsorption qui est 

due à la vibration d’élongation du groupement C=N. Les vibrations d’élongation 

symétrique et asymétrique du groupement –CH du méthyle aliphatique est noté entre 

2974 cm-1 et 2933 cm-1. Trois bandes de déformations du groupement CH3 d’une 

moyenne intensité sont observé à 1413 cm-1, 1448 cm-1et 1477 cm-1. Deux bandes 

caractéristiques situées à 1064 cm-1 et 1176 cm-1 sont attribuées à la vibration de 

valence de C-N d’une amine secondaire. Deux vibrations d’élongation du groupement 

C-Cl sont notées à 605 et 636 cm-1. (Patiño-Herrera et al., 2019 ; Refat et al., 2015). 
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Figure 31. Spectres IRTF de la metformine pure (a), PLA pur (b), microparticules 

préparées avec le MC (E1-E5) et le HPMC (E6-E10) 

Le spectre du PLA (Figure 31 b) révèle l’existence d’une bande d’adsorption 

intense observée à 1735 cm-1 qui est due à la vibration d’élongation de la liaison du 

groupe carbonyle ester C=O. Les bandes situées dans la région 2800-3000 cm-1 sont 

dues à la vibration d’élongation de la liaison –CH du groupe CH3. D’autres bandes sont 

observées dans la région 1300-1050 cm-1 qui sont caractéristiques de la vibration 

d’élongation de la liaison C-O de l’ester. Une bande observée à 3446 cm-1 est attribué à 

la vibration d’élongation de l’hydroxyde OH terminal (Hyv¨onen et al., 2005). 

La comparaison des spectres des différentes microparticules avec celui de la 

metformine et du PLA montre l’absence des bandes caractéristiques du principe actif, 

cependant toutes les bandes caractéristiques du PLA sont présentes avec un décalage de 
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leurs longueurs d’ondes (nombre inferieurs) et un changement de leurs formes. Pour les 

liaisons (-C-O) situés entre 800 et 1200 cm-1
 on remarque un changement de 

l’aspect des épaulements par rapport à celui du PLA (Figure 31 c et d) qui est 

probablement due à la formation des liaisons hydrogènes avec les amines de la 

metformine confirmant son encapsulation dans la matrice poly acide lactique (Nayak et 

al., 2014). 

III.2.7 Efficacité d’encapsulation 

L’efficacité d’encapsulation des différentes microparticules sont déterminée par la 

méthode HPLC de la même manière décrite précédemment. Les résultats obtenus sont 

représentés sur la figure 32. 

 

Figure 32. Efficacité d’encapsulation de la metformine en fonction de la concentration 

du MC et le HPMC.  
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Dans le cas du méthyle cellulose (MC), les valeurs de l’efficacité d’encapsulation 

augmentent avec l’augmentation de la concentration de MC. L’efficacité 

d’encapsulation passe de 38,62 % à 80,72 % quand la concentration de MC varie de 

0,05 (% m/v) à 0,5 (% m/v). Cette amélioration de rétention de metformine en fonction 

de la concentration de MC est due probablement à l’augmentation de la viscosité de la 

phase aqueuse interne qui diminue la perte de principe actif et améliore l’efficacité 

d’encapsulation (Martín-Sabroso et al., 2015).  

Dans le cas de l’hydroxypropyl méthylcellulose (HPMC), les valeurs d’efficacité 

d’encapsulation diminuent quand la concentration du HPMC augmente, passant de 

68,49 % à 54,78 % quand la concentration du HPMC varie de 0,1 (% m/v) à 0,5 (% 

m/v). Cette diminution peut être expliquée par le fait qu’après la formation de la double 

émulsion, et durant l’étape l’évaporation progressive du dichloromethane, les molécules 

de la metformine diffusent vers la phase aqueuse externe à travers les pores formée à la 

surface des microparticules (Ghaderi et al., 1996).  

L’addition du HPMC à la phase aqueuse interne durant la formulation des 

microparticules engendre la formation des pores ce qui réduit l’efficacité de rétention du 

principe actif par les microparticules (Aho et al., 2017).  

III.2.8 Étude de la cinétique de libération  

L’étude de libération in vitro de la metformine à partir des microparticules 

préparées a été suivie dans les mêmes conditions que celles décrites au chapitre 

précédent, à savoir 2 h dans le milieu simulé gastrique (pH=1,2) ensuite dans le milieu 

simulé intestinal (pH=6,8).  

Les profils de libération obtenus exprimées en pourcentage de metformine libéré 

en fonction du temps, sont présentés aux figures 33 et 34 pour les formulations E1-E5 et 

E6-E10 respectivement. Chaque point de chaque profil de dissolution est une moyenne 

des pourcentages de dissolution pour trois tests.  

La libération de la metformine à partir des microparticules E1-E5 dans le milieu 

simulant les conditions gastrique et intestinal, est faible durant les 24 heures (Figure 

33), moins de 10 % de la quantité totale en metformine est libérée à partir des 

formulations testées. La comparaison entre les différents profils de dissolution a été 
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réalisée par le calcul du facteur de similarité f2. Nous avons considéré la formulation E1 

comme un échantillon de référence. Les valeurs de f2 calculé se situent entre 50 et 100 

(f2 égale à 82,88 - 86,35 - 86,23 - 96,68 pour les formulations E2, E3, E4 et E5 

respectivement) ce qui indique que tous les profils de dissolution sont similaires. 

L’introduction de la MC dans la phase aqueuse interne lors de la préparation des 

microparticules a conduit à la formation des matrices dense ayant une surface lisse. 

Cette caractérisation de surface empêche l’intrusion du milieu de dissolution au sein des 

microparticules ce qui conduit au faible taux de libération de la metformine. Une 

libération incomplète de principe actif a été rapportée dans la littérature concernant les 

microparticules de PLA après administration orale (Wichert et Rohdewald, 1990). 

  

Figure 33. Profils de libération de la metformine à partir de microparticules 

préparées en présence de la MC E1-E5. 

Les profils de libérations de la metformine à partir des microparticules de PLA 

préparées en présence du l’HPMC (E6-E10) sont caractérisés par une libération 

incomplète avec présence d’une libération rapide au début du test. La libération initiale 

survenue au cours des 2 premières heures (Figure 34) peut être due à la libération de 

metformine située près de la surface des microparticules (de Azevedo et al., 2017). La 

présence des pores à la surface des microparticules avant incubation dans le milieu de 
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dissolution contribuent aussi à la libération rapide de la metformine dans les premiers 

temps du test de libération.  Après la phase rapide, la libération de metformine montre 

un ralentissement jusqu’à la fin de l’expérience (libération plus lente de 2 h à 24 h). La 

libération de la metformine à partir de toutes les microparticules présente un profil 

diphasique (un effet burst initial suivi d'une phase de libération plus lente). Notre 

résultat est en accord avec les travaux réalisées sur la libération d’autres principes actifs 

à partir des microparticules de PLA (Leo et al., 2006 ; Yoshida et al., 2015). 

 

Figure 34. Profils de libération de la metformine à partir de microparticules  

à différentes concentrations en HPMC  

La comparaison entre les profils de dissolution (Figure 34) révèle que la libération 

la plus élevée de metformine provient des microparticules poreuses (E 7), tandis que la 

libération la plus faible provient des microparticules lisses (E 9). On constate que la 

libération de metformine augmente avec l'augmentation de la rugosité et/ou la porosité 

de surface des microparticules. La surface rugueuses des microparticules fournie plus de 

surface disponible pour le milieu de dissolution, améliore ainsi la mouillabilité, 

conduisant à une augmentation de la libération par rapport à celles ayant des surfaces 

lisses (Hussain et al., 2017). Klose et al se sont intéressés à l’influence de la porosité 

des microparticules sur la cinétique de libération. Des particules ayant une surface 
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poreuse permettent un meilleur contact entre les particules et le solvant ce qui 

accroissent la diffusion des molécules de principe actif vers le milieu de dissolution 

(Klose et al., 2006). 

La comparaison entre les profils de libérations (Figure 35) montre que la 

libération de la metformine est significativement lente dans les microparticules 

préparées avec la MC (E1-E5) par rapport à celles préparées avec l’HPMC (E6-E10). 

Cela est expliqué par les propriétés des microparticules utilisées (poreuse ou lisse) qui 

ont en effet une influence sur la vitesse de libération du PA.  

 

Figure 35. Comparaison des profils de libérations de la metformine à partir de 

microparticules préparées avec la MC (E1-E5) et l’HPMC (E6-E10). 

La libération de la metformine à partir des microparticules de PLA est incomplète 

pour toutes les microparticules et correspond à des pourcentages de libération inférieurs 

à 100 %. Les pourcentages de metformine non libéré au bout de 24 h sont fournis par 

les dosages du metformine résiduel dans les microparticules sont présentés au tableau 

14. 
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Tableau 14. Quantité de metformine résiduel (QR) dans les microparticules au bout de 

24 heures (%)  

 E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 

QL(%) 6,28 8,31 3,08 3,41 5,84 45,64 
 

61,04 51,32 43,49 55,14 

QR(%) 93,31 
 

90,48 95,21 96,08 93,46 55,06 37,26 48,43 55,78 43,48 

La connaissance de l’état physique du PLA est très importante pour la 

compréhension des mécanismes de libération de la metformine. L’analyse par 

calorimétrie différentielle à balayage (Figure 36) des microparticules (formulation E5 et 

E10) après le test de libération a montré que la température de fusion du PLA n’est pas 

affectée. Le maintien de cette température constante lors du test de libération indique 

que la dégradation du PLA n’a pas eu lieu. L’état de la matrice est vitreux lors de la 

libération de la metformine, ce qui conduit à des vitesses de libération lente. 
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Figure 36. Thermogrammes DSC des formulations préparées avec le MC (E5) et le 

HPMC (E10) après 24h de test de dissolution.  

 

 



Chapitre III.                                                                                  Résultats et discussions 

120 

 

La figure (37) montre, après 24 h d’exposition au test de dissolution que, certaines 

microparticules gardent leurs formes sphériques et d’autre sont effondré et cela est due à 

la couche du polymère n’est pas épaisse pour maintenir la forme des microparticules. 

On constate aussi que quelques microparticules sont devenues plus poreuses 

comparativement à leur état initial, des pores sont devenus de plus en plus visibles à la 

surface.  

 

Figure 37. Images MEB des microparticules de PLA chargées en metformine préparées 

avec le MC (A) et le HPMC (B) après 24h de test de dissolution. 

III.2.9 Modélisation des profils de dissolution 

L'évaluation de la cinétique de libération de la metformine à partir des 

microparticules préparées avec le MC n'a pas été possible car les particules ont libérées 

moins de 10 % du principe actif. 

Afin de fournir une analyse complète des résultats de dissolution obtenue et 

d’identifier le mécanisme de libération de metformine à partir des microparticules de 

PLA préparées avec le HPMC, la modélisation des profils de dissolution a été réalisée 

par application de quatre modèles mathématiques. La figure 38 regroupe les 

représentations graphiques du modèle mathématique d’ordre zéro, de premier ordre, de 

Higuchi et Korsmeyer-Peppas respectivement. 
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Figure 38. Représentations graphiques des cinétiques de libération selon les modèles 

d’ordre zéro (A), de premier ordre (B), de Higuchi (C), Korsmeyer-Peppas (D), et de 

Hixson-Crowell (E) appliqués à notre résultats. 

L’application de ces modèles aux cinétiques de libération obtenues pour les 

microparticules E6, E7, E8, E9 et E10 et la non linéarité de chacune de ses 

représentations graphiques sur l’ensemble de la cinétique est observée. Néanmoins, on 

remarque une linéarisation lors des trois premières heures avec les modèles d’ordre zéro 

(A), de premier ordre (B), de Higuchi (C), et de Hixson-Crowell (E). Donc nous ne 

pouvons conclure la nature du phénomène sur la totalité de l’expérience (24 heures). 

Pour cela nous avons appliqué les modèles aux cinétiques de libération obtenues pour 

chaque milieu de dissolution. Les valeurs des paramètres obtenues pour chaque modèle 

sont reportées dans le tableau 15. 
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Tableau 15. Les coefficients de corrélation (R2) et les paramètres d'ajustement obtenus 

à partir de modèles mathématiques d’ordre zéro, ordre 1, Higuchi et Korsmeyer-Peppas 

pour la libération de la metformine à partir des microparticules E6-E10. 

formulations 
E6 E7 E8 E9 E10 

pH=1,2 pH=6,8 pH=1,2 pH=6,8 pH=1,2 pH=6,8 pH=1,2 pH=6,8 pH=1,2 pH=6,8 

Paramètres de l’équation d’Ordre zéro 

K0(h) 0,178 0,0374 0,344 0,04 0,152 0,04 0,151 0,058 0,223 0,049 

R2 0,675 0,460 0,725 0,451 0,646 0,466 0,669 0,51 0,678 0,441 

Paramètres de l’équation d’ordre 1 

K1 0,102 0,018 0,147 0,014 0,077 0,029 0,97 0,030 0,104 0,018 

R2 0,704 0,667 0,783 0,727 0,673 0,724 0,692 0,734 0,717 0,729 

Paramètres de l’équation d’Higuchi 

KH 0,340 0,165 0,652 0,174 0,293 0,304 0,294 0,253 0,424 0,217 

R2 0,997 0,924 0,983 0,907 0,934 0,937 0,937 0,994 0,991 0,943 

Paramètres de l’équation de Korsmeyer-Peppas 

KKP (h-1) 1 1 1,371 1,029 0,929 2,798 0,920 1,181 1,093 1,11 

R2 1 1 0,984 0,873 0,923 0,897 0,932 0,936 0,983 0,972 

n 0,093 0,101 0,107 0,122 0,095 0,105 0,111 0,12 0,1 0,116 

 

Le choix du modèle qui s’ajustant le mieux aux données est basé sur l’évaluation 

des coefficients de détermination (R2) obtenu lors du traçage des résultats 

expérimentaux selon les équations correspondantes aux modèles étudiés. Le modèle 

avec le R2 le plus proche de l’unité sera considéré le mieux adéquat pour l’explication la 

libération de la metformine (Abou-El Nour, et al., 2019 ; Mircioiu et al., 2019). 

En analysant ces résultats, on observe,  

Pour le model d’ordre zéro, les valeurs de R2 obtenue sont faible (0,45 – 0,7), ce 

qui signifie que le model ne peut pas être utilisé pour décrire la libération de la 

metformine à partir de la matrice de PLA (Regnier-Delplace et al., 2013; Dekyndt et 

al., 2015 ). De même pour le model d’ordre un, les valeurs de R2 trouvés sont aussi 
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faibles (0,66 – 0,78). cela signifie que le model ne peut pas être considéré comme 

acceptable pour décrire la libération de la metformine (De Oliveira et al., 2017). 

Le model d’ Higuchi dans le milieu gastrique et intestinal, quant à lui présente des 

coefficients R² qui sont supérieurs à 0,90. Ce résultat indique que le processus de 

libération de la metformine à partir de ces microparticules est gouverné par la diffusion, 

avec libération de la metformine à travers les pores et les fissures des microparticules 

(Singh et al., 1998). 

En ce qui concerne le modèle de Korsmeyer-Peppas (loi de puissance), les 

coefficients de corrélation R² sont supérieurs à (R² ≥ 0,92). Celui-ci est utilisé pour 

analyser la libération du principe actif à partir des microparticules de PLA. Suivant la 

valeur numérique de n, l’exposant de libération on peut déterminer le phénomène 

impliqué (Obayemi et al., 2016).  

D’après les résultats, à pH=1,2 et 6,8, les microparticules présentent des valeurs 

de n comprises entre 0,093 et 0,122, ne correspondant pas à la gamme de valeurs de n 

établies dans la littérature. Les valeurs de n reportées dans la littérature sont valables 

pour des microparticules mono disperse (Unagolla et al., 2018). L’influence de la 

polydispersité des microparticules sur le mécanisme de libération a été étudiée par 

Ritger, et Peppas. L’application de l’équation de korsmeyer Pepas pour modéliser la 

cinétique de libération à partir d’un échantillon de microparticules de différentes tailles 

(20 % à 20 µm, 60 % à 100 µm, et 20 %  à 500 µm) a abouti à une valeur de n égale à 

0,30 ± 0,01 qui est différente de celle obtenue pour un échantillon mono disperse de 

taille de 100 µm (n=0,43). D’après nos résultats obtenus (n < 0,43), on peut dire que la 

libération de la metformine à partir des microparticules de PLA se fait par un 

mécanisme de diffusion fickienne (Ritger et Peppas, 1987). 

Nos résultats sont en accord à ceux trouvés par (Graves et al., 2004) ou la 

modélisation de la cinétique de libération du pentamidine à partir des microparticules de 

PLGA avec le modèle de Korsmeyer-Peppas a donnée des valeurs de n inferieurs à 0,45 

(0,056 et 0,187) qui est corrélé à une biodégradation de la matrice polymère. Dans une 

autre étude (Carreras et al., 2013) concernant la modélisation de la cinétique de 

libération à partir des microparticules de PCL, les valeurs du coefficient n obtenus  par 
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application du model loi de puissance (Korsmeyer-Peppas) varient de 0,1258 à 0,1368 

(n< 043). Selon les auteurs le médicament se libères à partir des microparticules suivant 

un mécanisme de diffusion fickienne. 

III.2.10 Conclusion  

Dans cette partie expérimentale, l’effet de l’ajout de la MC et l’HPMC sur les 

propriétés des microparticules et la cinétique de libération in vitro a été mis en évidence 

par différentes techniques de caractérisations (HPLC, MEB, IR, DSC, DRX, DLS). 

 Les résultats ont démontré que les microparticules obtenues par la MC et 

l’HPMC présentent des tailles inférieures à 100 µm avec des potentiels zêtas négatifs. 

L’efficacité d’encapsulation de la metformine augmente avec la concentration de la MC 

et une diminution est observée dans le cas de l’ HPMC. 

L’observation au microscope électronique à balayage des microparticules 

préparées avec la MC indique que ces derniers ont une surface lisse et présentent une 

libération faible en metformine (< 10 %). Tandis qu’en présence de l’HPMC, des 

microparticules avec des surfaces rugueuses et poreuses sont obtenues et une libération 

améliorée de la metformine ou environ 58 % est notée.  
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Conclusion générale  

Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont été orientés vers l’élaboration 

d’une forme galénique destinée à une libération prolongée journalière de la 

metformine, une molécule qui est utilisée dans le traitement du DDT2. Des 

microparticules à base de poly acide lactique (PLA) ont été préparées par la méthode de 

double émulsion évaporation du solvant. 

Dans un premier temps, le choix du span® 80 et du PVA comme tensioactif 

respectivement pour la stabilisation de la première et de la seconde émulsion et pour 

l’obtention d’une meilleure morphologie des microparticules a été adopté pour la 

première partie de ce travail.   

L’effet des paramètres (quantité en metformine, pH de la phase aqueuse, 

concentration de l’émulsifiant (PVA) et vitesse d’agitation) sur la préparation des 

microparticules a été étudiés par la méthodologie des plans d’expériences (Plan de box 

Behnken) de façon à optimiser l'efficacité d’encapsulation, la taille et la charge des 

microparticules. Le modèle polynomial du second ordre appliqué a donné une 

description satisfaisante des données expérimentales montrant que l’efficacité 

d’encapsulation était la plus affecté par la quantité en metformine, concentration de 

l’émulsifiant (PVA) et vitesse d’agitation. Le profil de libération in vitro de la 

formulation optimale a montré que les microparticules libéraient la metformine de 

manière prolongée et incomplète.  

Ces microparticules ont été testées in vivo chez le lapin afin de déterminer les 

paramètres pharmacocinétiques. Les résultats ont confirmé l’obtention d'un profil 

prolongé sans amélioration de la biodisponibilité de la metformine qui est 

significativement faible (25,59 ± 0,46 %). Par ailleurs, nous avons trouvé que le temps 

moyen de résidence et le MAT de la metformine incorporée dans les microparticules est 

meilleur par rapport à la solution du metformine pure. Ces améliorations restent 

insuffisantes pour une éventuelle application thérapeutique.  
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Dans un second temps, nous avons essayé d'améliorer le profil de libération de la 

metformine encapsulée par l'ajout de deux bio-polymères HPMC et MC comme co- 

tensioactifs associés avec le span 80 lors de leurs préparation. Il a été démontré que : 

Les microparticules préparées en présence du méthyle cellulose présentent une 

surface lisse non poreuse avec une efficacité d’encapsulation qui varie de 38,62% à 

80,72%. Cependant des microparticules non uniformes avec des surfaces poreuses ont 

été obtenues en présence du HPMC. L’efficacité d’encapsulation varie de 55 % à 68 %. 

Des essais de libération ont montré que les formulations libèrent la 

metformine de manière prolongée. La comparaison des profils de libération montre que 

les microparticules préparées en présence de HPMC améliorent nettement le taux de 

libération de la metfomine par rapport à celles préparées par le MC et la formulation 

optimale de la première partie. 

En résumé, cette étude nous a permis de mieux appréhender les facteurs 

influençant les caractéristiques physico-chimiques des microparticules de PLA qui a 

leurs tours influencent la cinétique de libération de la metformine. Même si ce travail 

n’a pas permis d’obtenir un système de libération prolongée de metformine parfaitement 

abouti (taux de libération important en 24 h), il peut cependant être utilisé comme base 

de travail à des études ultérieures. De nombreux points relatifs à l'élaboration des 

microparticules méritent d’être étudiés afin d’améliorer la libération de la metformine, 

ainsi, plusieurs perspectives de recherche peuvent être proposées comme :  

 Etudier la libération in vivo de la metformine contenue dans les microparticules 

HPMC-MPs, afin de confirmer ou infirmer d’éventuelle amélioration de la 

biodisponibilité du principe actif. 

 Investiguer plus en profondeur l’activité pharmacologique de la metformine 

encapsulée afin de mettre en évidence une éventuelle action antidiabétique. 

 Etudier les distributions de la metformine pour mieux comprendre et expliquer 

le phénomène régissant la libération de la metformine à partir des 

microparticules. 
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A B S T R A C T

The aim of this study was to encapsulate an anti-diabetic drug (Metformin hydrochloride) within poly (lactic
acid) microspheres, by using a double emulsion solvent evaporation method with different emulsifiers. Response
surface methodology using Box-Behnken design was used to optimize the effects of fours factors (the amount of
metformin in the inner aqueous phase (X1), pH of the external aqueous phase (X2), amount of polyvinyl alcohol
as a surfactant in the external aqueous phase (X3) and the stirring rate (X4)) on the encapsulation efficiency,
particle size and zeta potential. The optimized microspheres hada spherical shape and exhibited zeta potential of
−20.8mV, average diameter of 271.41 μm and encapsulation efficiency of 78.05%. These values were reached
by applying the following conditions: X1= 25mg, X2=4, X3=1.5% and X4=400 rpm. Differential scanning
calorimetry and powder X-ray diffraction studies revealed that Metformin was present in an amorphous state in
the microparticles. The study of the in-vitro drug release performed in simulated gastric and intestinal fluids
showed that the drug release was more rapid with HPMC than with Span® 80 emulsifier.

1. Introduction

Metformin hydrochloride (Metformin) chemically designed as N,N-
dimethyl imido dicarbonimidic diamide hydrochloride is an oral hy-
poglycemic drug commonly used to treat type II diabetes [1,2]. This
drug has also beneficial effects as an anticancer agent [3]. Metformin
being a highly water-soluble agent (solubility 300mg/mL) [4], is ab-
sorbed in the proximal part of the small intestine within 6 h with a short
biological half-life time (1.5–1.6 h) [5,6], thus demanding dosage of
2–3 times per day; unfortunately, various side effects, such as nausea,
vomiting and diarrhea are frequent [7]. In order to increase the bioa-
vailability, prolonged release formulation of Metformin is crucial. This
approach results in a prolonged treatment of drug and allows de-
creasing the administration frequency, leading to decreased side effects
and improved patient convenience which will give rise to an im-
provement of the patient adherence [8]. In this sense, micro-
encapsulation becomes an interesting technology which may avoid the
influence of many physiological parameters on the drug bioavailability,
such as the gastric emptying.

Different biodegradable and non-biodegradable polymers have been

investigated for the preparation of polymeric microparticles. Among
them, Poly (lactic acid) (PLA) is the most used polymer, owing to its
biocompatibility and biodegradability [9]. This polyester is widely used
in the formulation of sutures, bone implants, and screws [10] and also
as matrix material for the sustained release of various drugs. For oral
delivery, PLA is used to encapsulate non-steroidal anti-inflammatory
drug ibuprofen, reaching the systemic circulation with reduced gastric
toxicity [11]. Rotavirus encapsulated into PLA microparticles for effi-
cient immunogenicity using oral, intranasal and intramuscular routes of
administration [12]. PLA is used to encapsulate tetanus toxoid in oral
drug delivery tetanus toxoid [13]. Azithromycin loaded micro-
sphereswere investigated by blending with poly-l-lactide and poly-d,l-
lactide-co-glycolide polymers [14].

Different methods have been used to prepare microparticles. The
choice of them depends on the physicochemical properties of the used
polymer and those of the drug to be encapsulated, the site-specific
delivery of drug and the duration of the therapeutic action [15]. Among
them, water-in-oil-in-water (W1/O/W2) double emulsion solvent eva-
poration method is frequently used for encapsulating hydrophilic drugs
like proteins, peptides and vaccines [16,17].
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The optimization of the process/formulation variables using a
double emulsion method is one of the most important stages in the
preparation of polymeric microparticles. Interactions between in-
dependent variables are not considered when the effect of a factor was
studied while keeping others constant. The design of experiments is a
powerful statistical tool wherein many factors/variables and their in-
teractions can be tested with fewer experiment trials in less time
[5,18,19].

The response surface methodology (RSM) is a collection of mathe-
matical and statistical techniques for designing experiments, building
models, evaluating the effects of factors, and searching the optimum
condition of factors for the desired responses [20]. Box-Behnken Design
(BBD) in RSM constitutes an important design tool that is used for the
optimization of different processes. BBD provides conclusions and de-
tailed information with a smaller number of experiments and inter-
active effects of operating parameters on all responses [21]. In this
sense, Farago et al. [22] developed loaded Metformin Poly (3-hydro-
xybutyrate-co-3-hydroxy valerate) microparticles via double emulsion
method; polysorbate 80 and polyvinyl alcohol (PVA) were used as
stabilizers for the first and second emulsion respectively. The highest
value of encapsulation efficiency (9.76%) was obtained using alkaline
pH external water phase. Nayak et al. [5,6] used a 2-factor 3-level
factorial design to analyze the effect of some parameters on the en-
capsulation efficiency of Metformin loaded tamarind seed poly-
saccharide beads using the ionic gelation technique.

High encapsulation efficiency of a drug becomes an important
parameter in the development of drug delivery systems. In addition to
this parameter, it is very important to know how the process variables
influence microparticle properties (averaged particle size & zeta po-
tential). To our knowledge, the encapsulation of Metformin in PLA by
double emulsion solvent extraction/evaporation method using Box-
Behnken design was not done.

In the present study, a three-level Box-Behnken design was em-
ployed to investigate the effects of four independent factors, i.e., the
amount of Metformin, pH of the external aqueous phase, PVA con-
centration and the stirring rate on the following responses: encapsula-
tion efficiency, particle size and zeta potential. For this multi-factor
optimization, the traditional method of “changing one factor at a time”
could have been applied, but this possibility was avoided because it is
tedious and does not guarantee to attain the optimum set of parameters.
Instead, the Box-Behnken design method was selected here based on a
mathematical model of the combined effect of the processing factors;
this approach is known to be much more reliable [23]. Various tech-
niques of analysis were used to characterize PLA microparticles such as
PCS, DLS, DSC, XRD, SEM as well as the in vitro release of the optimized
formulation.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Metformin hydrochloride (99.6%, batch No 4913001 TO 4913010)
was obtained from Granules INDIA (Madhapur, INDIA); Poly (lactic
acid) PLA was purchased from Evonik Industries AG, Germany.
Dichloromethane (CH2Cl2) and potassium dihydrogen phosphate were
provided from Panreac Química (Barcelona, Spain). Polyvinyl alcohol
(PVA, 87–90% hydrolyzed, average molecular weight 30 000–70 000,
(Sigma Aldrich, Chimie GmBh), sorbitan monooleate (Span® 80, Croda
Ibérica, Barcelona, Spain), polyoxyethylene sorbitan (20) monooleate
(Tween® 80, Acofarma, Madrid, Spain) and HPMC Methocel K4M (the
Dow chemical US) were used as emulsifiers. All other chemicals and
solvents used in this study were of analytical reagent grade.

2.2. Methods

Before application, the design, preliminary experiments were

performed to determine the surfactant at which the process resulted in
microspheres. Different combinations of surfactants (Tween® 80/PVA,
Span® 80/PVA and Span® 80/Tween®80) were evaluated. The micro-
particles were finally prepared by double emulsion as in paragraph
2.2.2.

2.2.1. Experimental design
To elucidate the effect of some formulation and process parameters

on the encapsulation efficiency, particle size and zeta potential of
Metformin encapsulated into PLA microparticles, Box–Behnken re-
sponse surface design with four factors at three levels was carried out
applying JMP 7 software (from SAS Institute at Cary, NC, USA).
Box–Behnken design requires an experiment number according to N =
K2 + k+ cp, where (k) is the number of factors and (cp) is the replicate
number of the central point [21]. The resultant experimental data were
evaluated by statistical analysis using the same software package.

The studied factors selected as independent variables were: the
amount of Metformin in the inner aqueous phase (X1, mg), pH of the
external aqueous phase (X2), amount of PVA as a surfactant in the ex-
ternal aqueous phase (X3, % w/v) and the stirring rate (X4, r.p.m.)
during the emulsification process of the first water-in-oil (W1/O)
emulsion into the external aqueous phase (W2) to obtain the water-in-
oil-in-water (W1/O/W2) double emulsion. Each of the independent
factors was coded at three levels named low (−1), mid (0) and high
(+1) are ascribed to each of the four factors whose experimental values
are the following: i) X1= 25, 50 or 75mg, ii) X2= 4, 5.5 or 7, iii)
X3= 0.5, 1 or 1.5% and iv) X4=400, 800 or 1200 r.p.m. Min and max
levels of “the amount of Metformin in the inner aqueous phase”, “pH of
the external aqueous phase”, “amount of polyvinyl alcohol as a sur-
factant in the external aqueous phase” and “the stirring rate” were
determined based on the literature [24,25] and adjusted in the la-
boratory on the basis of the preliminary study results.

2.2.2. Preparation of PLA microparticles
PLA microparticles were prepared by a double emulsion solvent

evaporation method described by Cózar-Bernal et al. (2011) [26] ac-
cording to the experimental Box-Behnken design matrix as shown in
Table 1. Briefly, 100mg of PLA was dissolved in 5mL of di-
chloromethane; 1mL of Span® 80 (5% v/v) aqueous solution which
contains an appropriate amount of Metformin was added dropwise to
the organic solution under sonication for 5min at 50 kHz (sonication
power: 50W; Selecta S.A., Barcelona, Spain). The obtained w1/o
emulsion was dispersed in an aqueous solution of PVA emulsifier using
overhead stirrer (IKA®Euro star 60 Digital Overhead Stirrer). A stable
double emulsion W1/O/W2 was obtained which was further diluted in
20mL of a 2% (w/v) PVA. The dichloromethane was evaporated under
magnetic stirring at 300 r.p.m for 3 h (IKA® RT 10 Power IKAMAG
Multi-position Magnetic Stirrer, Hotplate). The microparticles were
then collected by centrifugation (Eppendorf centrifuge, 5804R. Ep-
pendorf, Germany), at 10 000 r.p.m for 20min, and were washed three
times with distilled water. Finally, the microparticles were frozen and
lyophilized at −80.0 ± 0.5 °C and 0.05mbar during 24 h (Freeze
Dryers Telstar®CRYODOS, Liofilizador, Madrid, Spain) and stored at
room temperature until use.

2.2.3. Characterization of microparticles
2.2.3.1. Encapsulation efficiency. The drug content in PLA
microparticles was determined by high- performance liquid
chromatography (HPLC, Hitachi autosampler L-2200, Elite Lachrom)
by indirectly measuring the amount of Metformin non-encapsulated
recovered after centrifugation. HPLC analysis was carried out under the
following conditions: cartridge C18 column (Lichrospher® 100 RP-18;
125× 4mm, 5 μm (Merck, Barcelona). The wavelength was fixed at
236 nm and the mobile phase was composed of acetonitrile and
potassium dihydrogen phosphate buffer 0.02M pH 6.8. The amount
of drug inside the particles was calculated by subtracting the amount of
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drug in the aqueous phase of the suspension from the total amount of
the drug used in the formulation. Encapsulation efficiency (%) of
Metformin was calculated as follows:

=
−

×

Encapsulation efficiency
TotalamountofMetformin freeamountofMetformin

TotalamountofMetformin

(%)

100
(1)

2.2.3.2. Particle size. The mean particle size of microparticles was
calculated by laser particle size analyzer (Partica LA-950V2, Horiba
laser diffraction particle size analyzer, Kyoto, Japan). The size was
measured after the dispersion of microparticles in distilled water using
refractive indexes of 1.333 and 1.482 for the water and PLA
respectively. An average diameter of three measurements was
calculated.

2.2.3.3. Zeta potential. The zeta potential (surface charge) of
microparticles was measured at 25 °C by using Zetasizer (Malvern
Zetasizer 2000, Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK). The
microparticles were dispersed in distilled water before every
measurement. The zeta potential for each measurement was made in
triplicate.

2.2.3.4. Differential scanning calorimetry (DSC). Thermograms of the
samples (pure Metformin, PLA, PLA Metformin binary mixtures and
optimized formulation) were recorded on a DSC-131 (Setaram, France).
Samples (10–12mg) were weighed and sealed into aluminum pans; an
empty sealed pan was used as a reference. Thermal behavior of the
samples was investigated in the temperature range of 30–300 °C at a
heating rate of 10°/min.

2.2.3.5. X-ray diffraction analysis. Wide-angle X-ray diffraction spectra
(XRD) were recorded with powdered metformin-filled polymer
microparticles, the incident beam being produced by a copper X-ray
source. The X'Pert-Pro diffractometer (PANalytical, the Netherland) was
set at 40 KV and 30mA. The diffracted intensity was measured in a
range of 2θ angles from 5 to 40° with a scanning speed of 5° min−1.

2.2.3.6. Scanning electron microscopy (SEM). The morphological
characteristics of pure Metformin and microparticles were observed
by Scanning Electron Microscopy (SEM). Samples were spread on a stub
and sputter-coated with gold/palladium (Au/Pd 10 nm) using a vacuum
evaporator (4.5× 10−4 Pa) (Edwards) then examined using a SEM
(Philips XL30) operated at 20 kV accelerating voltage. The SEM of the
optimized formulation was observed by Zeiss Evo 50 (Germany)
scanning electron microscope using the same procedure.

2.2.3.7. In vitro drug release. In vitro drug release of Metformin from
loaded PLA-microspheres was investigated in simulated gastric fluid
(SGF) for the first 2 h and then in simulated intestinal fluid (SIF) until
24 h at 37 ± 0.5 °C and 100 rpm. The dissolution medium SGF and SIF
were prepared according to the European Pharmacopeia 9.0 (European
Pharmacopoeia 9.0, 2017). About 5mg drug equivalent microparticles
were introduced in a dialysis membrane bag (Spectra/por membranes
MWCO: 12–14.000, Spectrum Laboratories, EE. UU.) closed by tying,
and dropped into 100mL of the dissolution medium. At predetermined
time intervals, 2 mL of the dissolution medium was withdrawn and
replaced by the same volume of fresh medium to maintain the sink
conditions. The Metformin content of each sample was assayed by
HPLC under the conditions described above. The reported values are
averages of two duplicates.

3. Results and discussion

3.1. Preliminary studies to select the suitable surfactant

For preparing the microparticles, Tween® 80 was initially used as a
stabilizer of the first emulsion, and PVA in the second emulsion.
However, a separation of phases was observed and no microparticles
were obtained. To solve this problem, Tween® 80 was replaced by Span®

80 for stabilizing the first emulsion and a stable double emulsion and
microparticles were obtained. In another experiment, PVA was replaced
by Tween® 80 and a double emulsion was observed. SEM images were
conducted showing that microparticles prepared using Span® 80/PVA
were spherical in shape and dispersed. However, for those obtained by
using Span® 80/Tween® 80, it was observed that the microparticles
obtained were not free-flowing (Fig. 1).

The use of a suitable stabilizer is very important for the stability of a
double emulsion and then for the formation of microparticles. As ex-
pected, a separation of phase was observed when Tween® 80 is used
mainly due to the high Hydrophilic-Lipophilic Balance (HLB) value of
Tween® 80 (HLB 15.0). The stabilization of emulsion W/O requires the
use of a surfactant with low HLB value [17]. Span® 80 a surfactant with
a low HLB value (4.6), is frequency used for the stabilization of emul-
sion type (W/O) [17]. When PVA was used, the double emulsion was
stable compared to that prepared with Tween® 80; this could be ex-
plained by the high value of HLB of PVA (HLB=18) compared with
Tween® 80 [27]. For further studies, Span® 80/PVA composition was
selected, since they allowed the preparation of free-flowing

Table 1
Experimental design and observed responses: encapsulation efficiency (%),
mean particle size (μm) and zeta potential (mV).

Factors Levels

Low (−1) Central (0) High (+1)

X1: Amount of Metformin (mg) 25 50 75
X2: pH of the aqueous phase 4 5.5 7
X3: Amount of PVA (% w/v) 0.5 1 1.5
X4: Stirring rate (r.p.m.) 400 800 1200

Run No. Independent factor Experimental values of responses

X1 X2 X3 X4 Encapsulation
efficiency (%)

Mean
particle
size (μm)

Zeta
Potential
(mV)

1 −1 +1 0 0 53.91 383.76 −15.20
2 −1 0 +1 0 66.14 129.4 −8.11
3 0 +1 +1 0 23.38 87.94 −23.5
4 0 0 −1 −1 25 721 −14.2
5 +1 0 −1 0 24.35 565.31 −31.4
6 −1 0 −1 0 23.02 1723.52 −17.7
7 +1 −1 0 0 26.18 1543.86 −22.1
8 0 −1 +1 0 29.93 262.62 −26.1
9 0 +1 0 +1 15.38 258.53 −24.4
10 0 −1 −1 0 26.1 1643.08 −27.5
11 0 0 +1 +1 5.57 72.28 −8.54
12 +1 0 +1 0 24.7 378.56 −31.9
13 +1 0 0 −1 35.92 99.92 −19.5
14 0 0 0 0 15.73 325.29 −8.5
15 −1 0 0 +1 28.78 433.72 −11.9
16 0 −1 0 +1 10.84 54.58 −18.1
17 0 −1 0 −1 33.54 897 −17.4
18 0 +1 −1 0 8.56 900.94 −27.7
19 0 0 0 0 15.18 381.96 −8.69
20 +1 0 0 +1 16.7 73.32 −25.5
21 0 0 −1 +1 15.08 378.27 −33.8
22 0 0 +1 −1 30.88 245 −31.7
23 −1 −1 0 0 42.74 264.77 −6.91
24 0 +1 0 −1 21.19 188.2 −18.1
25 +1 +1 0 0 24.49 205 −24
26 −1 0 0 −1 52.47 144 −10.7
27 0 0 0 0 6.16 323.59 −7.94

X1: Amount of Metformin (mg).
X2 : pH of the aqueous phase.
X3 : Amount of PVA (% w/v).
X4 : Stirring rate (r.p.m.).
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microparticles.

3.2. Optimization of the encapsulation process

3.2.1. Effect of the experimental factors on the encapsulation efficiency,
mean size and zeta potential

PLA microparticles containing Metformin were formulated by
double emulsion solvent evaporation technique. For RSM involving
Box-Behnken experimental design, a total number of n=27 experi-
ments were performed for four factors each of them at three levels.
Table 1 summarizes the experimental runs, their factor combinations
and the levels of experimental units used in the study as well as the
encapsulation efficiency, mean particle size and zeta potential obtained
for each factor combination. The statistical significance of the para-
meters for the encapsulation study, particle size and zeta potential was
investigated by ANOVA.

The responses of the Box–Behnken experimental design ranged from
a too low encapsulation efficiency in run 11 (around 5%) to high en-
capsulation efficiency in run 2 (66%). For the particle size, they ranged
from 54 μm (run 16) to 1723 μm (run 6). The zeta potential values for
all PLA microparticles were negative.

Interactions plots and the influence of a single factor on a dependent
variable averaged across the levels of the other factors is indicates in
Fig. 2, Fig. 3 and Fig. 4.

As observed in Fig. 2 (a), the encapsulation efficiency within the
microparticles increased with metformin amount up to 50mg, for
Metformin amount higher than 50mg, it results in lower encapsulation
efficiency. This may be attributed to the fact that the ratio of metformin
and the polymer is higher (0.5), hence, allow for less drug to be en-
trapped. The encapsulation efficiency increase with the pH of the
aqueous phase, this is may be due to the protonation of metformin and
carboxylic group of PLA. PVA concentration did not appear to show any
particular effect. As such factor PVA concentration is a weak factor by
itself; based on the interaction its preferred level should be determined.
It is observed from Fig. 2 (b) that the interactions between PVA x pH of
the aqueous phase, PVA x stirring rate show a significant effect on
encapsulation efficiency. Hence factor PVA cannot be neglected. The
encapsulation efficiency increased with stirring rate up to 800 then it
decreases, it may be attributed to the fragmentation of microparticles as
they were exposed to high stirring rate. An interaction between stirring
rate and pH of the aqueous phase is observed in Fig. 2 (b).

For the particle size Fig. 3 (c), the microparticles size increase with
increasing the metformin amount, similar results have been reported in
the literature with PLA and ibuprofen [23]. pH of the aqueous phase
demonstrated an inverse relationship with the microparticle size. The
microparticles size decrease while PVA concentration increase up to
1%, then it increases with increasing PVA concentration, this is due to
the increase of the viscosity of the aqueous phase which leads to the
formation of larger microparticles, interactions between PVA con-
centration x metformin amount, PVA concentration x pH of the aqueous
phase and PVA concentration x stirring rate were observed Fig. 3 (d).
The microparticles size increased with stirring rate up to 800 then it
decreases, it may be attributed to the fragmentation of microparticles

exposed to high stirring rate.
From Fig. 4 (e), the zeta potential of microparticles decreases with

the increase of metformin amount, beyond 50mg of metformin, the
zeta potential of microparticles increase. The increase of zeta potential
of microparticles with the increase of the pH of the aqueous phase may
be due to the charge of metformin and carboxylic group of PLA. Zeta
potential increased with the increase of PVA concentration and stirring
rate up to 1% and 800 respectively. From Fig. 4 (f), it is observed that
interactions metformin x PVA concentration, metformin x stirring rate,
stirring rate x pH show a significant effect on the zeta potential of
microparticles.

3.2.2. Data analyses and validation of the applied model on the
encapsulation efficiency (EE %)

Analysis of variance (ANOVA) was used to evaluate the significance
of the factors on the EE (%). Values of probability F less than 0.05 and
0.01 indicate that model terms are significant and highly significant
respectively, and the values greater than 0.05 indicate that the model

Fig. 1. Scanning electron micrograph of PLA microparticles loaded Metformin prepared with Span® 80/Tween® 80 (on the left) & Span® 80/PVA (on the right).

Fig. 2. (a) Influence of the experimental factors (amount of metformin X1, pH
of the external aqueous phase X2, amount of PVA X3 and stirring rate X4) on the
mean value of encapsulation efficiency (%). (b) Interaction plots of the ex-
perimental factors on the encapsulation efficiency. The red lines (rectangular
symbol) correspond to the low level of the factor. The blue lines (circle symbol)
correspond to the medium level of the factor and the green lines (rhombus
symbol) correspond to the high level of the factor. (For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web
version of this article.)

S. Bouriche, et al. Journal of Drug Delivery Science and Technology 51 (2019) 419–429

422



terms are not significant.
The linear terms X1 amount of Metformin (p= 0.0004 < 0.05),

X4stirring rate (p=0.0006 < 0.05), the quadratic effect of the amount
of Metformin X1

2 (p =<0.0001), and the interactions
X X1 3(p= 0.0079 < 0.05) were highly significant. X3 (PVA concentra-
tion) is significant with p=0.0273 < 0.05. While the other term
coefficients were not significant (example p=0.3548 > 0.05 for X2

and interaction X X1 4 p= 0.7453 > 0.05). The coefficient of determi-
nation (R2) of the model for encapsulation efficiency was 0.9014 with
adjusted R2 of 0.7865, indicating that 90.14% of the model can be
predicted. The resulting RSM model equation after eliminating the non-
significant terms is the following:

= − + − − +EE X X X X X X(%) 12.35 9.56 4.87 8.89 10.69 18.541 3 4 1 3 1
2

(2)

Positive values indicate synergism whereas negative values indicate
antagonism. From equation (2), it was observed that the amount of
Metformin and the stirring rate during the second emulsification had a
negative effect on EE (%) whereas the concentration of surfactant had a
positive effect. Interactions between the amount of metformin and
concentration of PVA X X1 3 showed a significant effect on the en-
capsulation efficiency.

In order to determine whether the polynomial mathematical model
is significant, it is necessary to run a variance test. The result of the first
order model fitting is significant through the values of F and p. A small
p-value (< 0.0005) and a larger F (7.8421) indicate that the corre-
sponding variables are significant. It is the case here since the p-value
given by the model is less than 0.0005. As such, this analysis can be
used to determine the optimum combination of experimental factors
which leads to the higher EE (%) for Metformin. The model F-value of
7.8421 corresponding to the encapsulation efficiency, as well as the p-
value larger than 0.05 for the lack of fits, confirm the validity of the
polynomial model for describing and predicting the mean particle size.

Fig. 5 provides the 3D response surface plots showing the transition
of EE (%) corresponding to the change of independent variables. Fig. 5A
shows the effect of the amount of Metformin and concentration of
surfactant at a constant rate and pH (800 rpm and 5.5, respectively). An
increase in the amount of Metformin resulting in lower encapsulation
efficiency has visualized from the plot. The increase in drug amount
leads to the formation of porous microparticles through which the drug
could easily escape to the outer phase [28]. Higher encapsulation ef-
ficiency was obtained by using a lower amount of Metformin (25mg).

In addition, low EE (%) was observed in Fig. 5B when the stirring
rate was increased. That was probably caused by the decrease in par-
ticle size; moreover, with the increase of rate, more drug molecules may
partition rapidly into the aqueous phase during the second emulsifi-
cation and fewer drug amounts remained in emulsion droplets hence
decreasing the encapsulation efficiency [29]. Higher stirring rates
produce very small particle sizes because of the dismantling of the
second emulsion into smaller droplets. However, the final particles
yield is low, due to the breaking down of the resultant microspheres
[30].

From Fig. 5A and (C), we can observe that this parameter was en-
hanced by increasing PVA concentration. PVA was used as emulsion
stabilizing between the organic and aqueous phase. It is generally
added to the continuous phase to prevent the coalescence of the drug/
matrix dispersion droplets [31]. In the present work, the vinyl acetate
segment of the partially hydrolyzed PVA could be interpenetrated with
the PLA molecule when the solvent diffuses towards the aqueous phase
during the polymer solidification process [32].

3.2.3. Data analyses and validation of the applied model on the mean
particle size

The results of analysis of variance of the fitting model for the mean
particle size was assumed that the regression coefficients and the cor-
relation between each factor can be considered statistically significant

Fig. 3. (c) Influence of the experimental factors (amount of metformin X1, pH of
the external aqueous phase X2, amount of PVA X3 and stirring rate X4) on the
mean value of particles size. (d) Interaction plots of the experimental factors on
the particles size. The red lines (rectangular symbol) correspond to the variation
low level of the factor. The blue lines (circle symbol) correspond to the medium
level of the factor and the green lines (rhombus symbol) correspond to the high
level of the factor. (For interpretation of the references to colour in this figure
legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

Fig. 4. (e) Influence of the experimental factors (amount of metformin X1, pH of
the external aqueous phase X2, amount of PVA X3 and stirring rate X4) on the
mean value of zeta potential. (f) Interaction plots of the experimental factors on
the zeta potential. The red lines (rectangular symbol) correspond to the low
level of the factor. The blue lines (circle symbol) correspond to the medium
level of the factor and the green lines (rhombus symbol) correspond to the high
level of the factor. (For interpretation of the references to colour in this figure
legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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for p-values below 0.05 whereas the values greater than 0.05 indicate
that the model terms are not significant.

The linear term X3 PVA concentration (p=0.0002 < 0.05), inter-
actions between the amount of Metformin and pH X X1 2

(p= 0.0002 < 0.05), amount of Metformin and PVA concentration
X X1 3 (p= 0.0002 < 0.05), and quadratic effect of pH
X2

2 (p= 0.0439 < 0.05), and stirring rate X4
2 (p= 0.0424 < 0.05),

were significant. The other coefficients were not significant (p > 0.05).
The coefficient of determination (R2) of the model for mean particle
size was 0.8848 with adjusted R2 of 0.7383 indicating that only 12% of
the total variations are not explained by the model. For a good statis-
tical model, the adjusted determination coefficient R2 adj should be
close to R2. In our model, it was 0.83 and then quite close to R2. P-value
of the model (< 0.0102) was less than 0.05, indicating the statistical
significance of the model and further demonstrating that the model has
a good fit. The probability value (p-value) and Fisher's test (F-value) of
the model were< 0.0102 and 4.0314 respectively, which demonstrated
the significance of the model at 83% confidence level (p < 0.05) [33].
The effect of significant terms can be described by the following
quadratic equation:

= − − +

+ −

Mean particle size m X X X X X

X X

(μ ) 343.61 396.36 596.39 351.84

256.18 250.34
3 1 2 1 3

2
2

4
2 (3)

The effect of variables tested and their interactions on the mean
particle size were analyzed by means of 3D RSM as shown in Fig. 6.
Fig. 6A presents the effect of the amount of Metformin and pH of the

aqueous phase. From the plot, we appreciated an increase in the mean
particle size with the increase of Metformin amount and pH. The pH of
the medium influences the ionization of Metformin which is charged
positively in this range of pH [4]. The increase of particle size with the
increase of Metformin amount and pH may be explained by the strong
interaction between Metformin and the terminal groups of PLA.

From Fig. 6B we can see that the mean particle size was decreased
by increasing PVA concentration. It was found that the increase of PVA
concentration from 0.1% to 2% in the external aqueous phase decreased
the mean diameter of microparticles [34]. An increase of PVA con-
centration ensures better stabilization of the system against coalescence
of the emulsion and therefore led to the formation of smaller micro-
particles [35]. In addition, the mean particle size decreases with the
increase of the stirring rate as shown in Fig. 6C. The stirring rate con-
stitutes an important parameter that controls the size of microparticles
[13]. Marquette and co-workers [36] observed that an increase in the
emulsification rate leads to a significant decrease in the mean diameter
of the microspheres.

3.2.4. Data analyses and validation of the applied model on the zeta
potential of microspheres

It was observed that the amount of Metformin (p= 0.0012 < 0.05)
and PVA concentration (p=0.0429 < 0.05) had significant influence
whereas other factors had not an effect on the zeta potential
(p > 0.05). It was also found that the interaction between PVA con-
centration and stirring rate in the second emulsion significantly influ-
ence zeta potential (p= 0.0001 < 0.05). All the quadratic effects (X1

2,

Fig. 5. Response surface plots of encapsulation efficiency (EE %) as a function of: (A) Amount of Metformin (mg) and PVA concentration (% w/v); (B) Amount of
Metformin (mg) and stirring rate (r.p.m.); (C) Stirring rate (r.p.m.) and PVA concentration (% w/v).
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X2
2
, X3

2 X4
2) are statistically significant (p < 0.05). The coefficient of

determination R2 (0.95) for the response was found to be closed to adj
R2 (0.89) indicating that the model has well predicted the response
values.

The p-value of the model (p < 0.0001) was less than 0.05, in-
dicating that the model is significant and has a good fit. The F-value of
the model was 16.6240 demonstrated the significance of the model at
95% confidence level (p < 0.05) [33]. The quadratic model of zeta
potential was:

= − − + + −

− − −

Zeta potential mV X X X X X

X X X

( ) 8.38 7.23 1.87 10.69 3.02

6.28 10.53 4.5
1 3 3 4 1

2

2
2

3
2

4
2 (4)

Where X1, X3 represent the amount of Metformin and concentration of
surfactant, respectively. X X3 4 is the interaction effect between the
concentration of the surfactant and stirring rate during the second
emulsification while X1

2, X2
2 , X3

2 and X4
2 are quadratic effects.

Zeta potential is the charge at the hydrodynamic shear plane and
provides information about particle stability into the dispersion
[23,37]. The zeta potential (Y3) values ranged between −7.94 and
−33.7 mV for the PLA microparticles. These negative values were due
to the carboxyl end groups of the PLA onto the surface of the micro-
particles [38].

Fig. 7 provides the 3D response surface plots showing the effect of
independent variables on the zeta potential of microparticles. Fig. 7A
shows the effect of the amount of Metformin and pH of the aqueous

phase. A decrease in the zeta potential values resulted as the Metformin
amount and pH values were increased. Metformin is positively charged
in pH rangeing from 4 to 7 [3] and may interact with negative car-
boxylic end groups of PLA, lowering the zeta potential value. From
Fig. 7B the zeta potential is decreased as the concentration of PVA in-
crease. It is well known that PVA is difficult to be removed from the
microparticle surfaces and its residue could decrease the negative po-
tential of the microparticles [38].

3.2.5. Optimizing the values for the formulation of metformin-loaded PLA
microparticles

The optimization process was carried out to verify the fitted model
after establishing the polynomial equations which describe the re-
lationship between the factors and the processed responses. Of the three
responses, EE (%) becomes a critical property in the development of our
microparticles. Theoretically, higher values of this parameter are de-
sirable. Therefore, the maximization of EE (%) was adopted as a cri-
terion while mean particle size and zeta potential were excluded. In this
analysis, the desirability parameter was selected. The factors that op-
timize the entrapment of Metformin-loaded microparticles were stu-
died. The statistical procedure of this stage is collected in Fig. 8 leading
to the following optimum factors with a desirability of 0.998:
X1= 25mg, X2=4, X3=1.5%, and X4=400 r.p.m. The EE (%) pre-
dicted by the model under these optimal conditions is found to be
82.15%.

Fig. 6. Response surface plots of mean particle size (μm) as a function of: (A) Amount of Metformin (mg) and pH of the aqueous phase, (B) Metformin (mg) and PVA
concentration (% w/v), (C) Stirring rate (r.p.m.) and pH of the aqueous phase.
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In order to validate this model, an optimal experiment value was
compared with the predicted value given through the mathematical
model. This verification proved the accuracy of the model since the
mean value of EE (%) drawn from the experiments was equal to
78.05 ± 1.87%. Upon comparison of the observed drug entrapment
with the predicted one, a percentage of error (4.9%) less than±15% is
acceptable [39], so the good ability prediction of the model was con-
firmed. The percentage of prediction errors (%) is useful to assure the
validity of the obtained regression equation. By using JM7 software
experimental value, the predicted value and percentage of errors pre-
diction (residual) for the EE (%) were shown in Table 2. The prediction
error was found to vary between +6.76% and +0.59%. Thus, the low
magnitude of error difference between experimental and predicted
values in the current study proves the good prediction ability of the
Box–Behnken designs.

In addition, the EE (%) of the optimized formulation
(78.05 ± 1.87%) exceed the limit of observed responses in the studied
Box-Behnken design which shows the range of 5.57–66.14%. This could
be the result of the synergistic effect of the parameters on the response
evaluated. The higher EE (%) achieved in the presence of PVA in the
outer water phase is in agreement with published data about the en-
capsulation of somatostatin acetate in PLA by double emulsion using
PVA as an emulsifier in the outer aqueous phase [25].

3.3. Differential scanning calorimetry (DSC)

Differential scanning calorimetry (DSC) is a technique employed for
characterizing pharmaceutical materials. It is used to check/point out
the drug-polymer incompatibility and to study the physical state of the
drug in the formulation [40]. The DSC thermograms of the raw

Fig. 7. Response surface plots of Zeta potential (mV) as a function of: (A) Amount of Metformin (mg) and pH of the aqueous phase, (B) PVA concentration (% w/v)
and pH of the aqueous phase.

Fig. 8. Profiles for the optimum conditions predict the EE (%) value obtained by the RSM model with a desirability of 0.998.

Table 2
Experimental, predicted values and Residual prediction. errors of encapsulation
efficiency (%).

Run No. Experimental valuesa Predicted valuesb Predicted errorsc

1 53.91 47.45 6.45
2 66.14 59.98 6.15
3 23.38 27.71 −4.33
4 25 19.01 5.98
5 24.35 31.117 −6.76
6 23.02 28.85 −5.83
7 26.18 32.07 −5.89
8 29.93 25.95 3.97
9 15.38 14.01 1.36
10 26.1 21.70 4.39
11 5.57 10.99 −5.42
12 24.7 19.48 5.21
13 35.92 31.64 4.27
14 15.73 12.35 3.37
15 28.78 32.99 −4.21
16 10.84 9.30 1.53
17 33.54 35.52 −1.98
18 8.56 12.47 −3.91
19 15.18 12.35 2.82
20 16.7 16.109 0.59
21 15.08 8.93 6.14
22 30.88 36.46 −5.58
23 42.74 44.76 −2.02
24 21.19 23.34 −2.15
25 24.49 21.90 2.58
26 52.47 53.00 −0.53
27 6.16 12.35 −6.19
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materials (PLA, Metformin), Metformin-loaded PLA microparticles
prepared from the optimized formulation and physical binary mixture
of PLA-Metformin are illustrated in Fig. 9.

The thermal curve of pure Metformin (Fig. 9a) exhibited an initial
flat profile followed by a sharp endothermic peak at 232.8 °C and an
associated melting enthalpy of 270.05 J/g, indicating its anhydrous
crystalline state [41]. The DSC profile of PLA (Fig. 9b) showed a sharp
endothermic effect, with a Tpeak at 178.7 °C, corresponding to the
melting point [42]. The thermal curve of the physical mixture (Fig. 9c)
showed a sharp endothermic peak at 178.8 °C, corresponding to the
melting point of PLA followed by the flat profile and then the en-
dothermic peak of the drug at 234.8 °C. Thus, the physical mixture
exhibited thermal characteristics of individual components blended;
this means that there is no incompatibility between Metformin and PLA
[37]. In the curve of Metformin-loaded PLA microspheres (Fig. 9d), the
peak of PLA was maintained. However, no melting peak of Metformin
was detected indicating that Metformin in the microparticles is in an
amorphous state. These results suggest that the interaction between the
drug and polymer occurs which is due to changes in the physical form
of crystalline to an amorphous state. The disappearance of peaks in
drug-loaded microspheres showed that the drug was uniformly dis-
persed in the polymer matrix at the molecular level [43].

3.4. X-ray diffraction

To investigate the crystallization properties of Metformin in the
drug-loaded PLA microparticles, XRD analysis was performed.

Fig. 10 shows the XRD patterns of Metformin, pure PLA, Metformin-
loaded PLA microparticles and physical mixture of Metformin and PLA.
X-ray diffraction spectra of single components showed the crystalline
nature of Metformin and semi-crystalline for PLA, many diffraction
bands with major peaks at 17.44, 24.5, 37.13 and 39.34° for Metformin
(Fig. 10a) and higher peaks at 16.75 and 18.94° for PLA (Fig. 10b).
Metformin-loaded PLA microparticles (Fig. 10d) having no different
peaks confirms the amorphous nature of Metformin in the PLA matrix.
This result confirms those found by DSC measurement.

3.5. Scanning electron microscopy (SEM)

In addition to the measurement of EE found, it is interesting to
observe the electron micrographs of the obtained microparticles. The
scanning electron microscopy of Metformin and microparticles pre-
pared from optimum conditions were shown in Fig. 11. Pure Metformin

(Fig. 11a) appeared as smooth surfaced rectangular crystals. Whereas
no Metformin crystals were present in PLA microparticles (Fig. 11b),
the surface of them exhibited a smooth spherical shape with non-
homogenous size distribution. This suggests that Metformin was sui-
tably dispersed at a molecularly level inside the PLA microparticles.
This conclusion supports our result found by the DSC study.

3.6. In vitro release profiles

The achievement of a sustained release pattern is very important
while developing microparticles delivery system used in the nanome-
dicine area [44]. In this study, in vitro release profiles of formulations
as a function of time were compared with the free Metformin, are
shown in Fig. 12.

The in vitro Metformin release profiles obtained for none and en-
capsulated drug showed that there was a pronounced time prolongation
of drug release from microparticles compared to the non-encapsulated
drug. While about 100% of free Metformin drug were found after ap-
proximately 12min dissolved in the release medium, only ∼10% of
Metformin was released from microparticles after 24 h from PLA-MPs.
The prolonged drug release profile resulted from the Metformin-loaded
hydrophobic PLA microparticles acts as a barrier to the diffusion of
Metformin in a medium release which is governed by the properties of
microparticles (size and porosity) and the degradation of the polymer
[45]. Karavelidis and co-workers [46] explained the prolonged release
from PLA microparticles by the glass transition of the polymer Tg
(∼58 °C) which prevents the mobility of polymer chain and thus the
drug release. Herrmann & Bodmeir in their study have observed a
prolonged drug release resulted from the interactions between the
carboxyl groups of PLA, charged negatively, and cationic drug [25].

To improve the Metformin release of loaded microparticles, an al-
ternative experiment was conducted with HPMC as an emulsifier for the
first emulsion in the same conditions of the optimized formulation,
Under these conditions, EE (%) of 54.78%, an average diameter of
41.68 μm and zeta potential of −33.1mV were obtained. The drug
release (Fig. 12) show that approximately 54% of Metformin was re-
leased from microparticles within 3 h of the release study. The release
rate of the drug from the prepared microparticles with HPMC is higher
than those prepared with Span® 80. The use of HPMC as the emulsifier
for the first emulsion results in small microparticles compared with
those of span 80 (271.41 μm). In addition, the microparticles present a
pore on their surface which may be formed during the drying process
(Fig. 13). The increase of surface exchange between the microparticles

Fig. 9. DSC thermograms: (a) Metformin hydrochloride, (b) PLA,(c) physical
mixture of Metformin hydrochloride-PLA and (d) optimum formulation.

Fig. 10. X-ray diffraction patterns: (a) Metformin hydrochloride, (b) PLA, (c)
physical mixture of Metformin hydrochloride-PLA and (d) optimum formula-
tion.
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and the release medium leads to a faster release of Metformin from
microparticles fabricated with HPMC as emulsifier [29].

4. Conclusion

The preparation and optimization of PLA microparticles as a de-
livery system for the anti-diabetic drug Metformin were the goals of this
study. The use of a Box-Behnken design allows us to study the influence

of different factors of formulation and manufacturing process on the
double emulsion solvent evaporation method. The use of Span® 80 as
the stabilizer for the first emulsion led to a formation of a stable double
emulsion, microparticles were obtained and aggregates were prevented.

The critical parameters for the process were determined through the
experimental design. By selecting the values of these parameters
Metformin-loaded PLA microparticles with known properties in terms
of EE%, particle size and zeta potential were prepared. The optimized
formulation was achieved by using 25mg of Metformin, 4 pH of the
outer phase, 1.5% of PVA and 400 r.p.m. Under these conditions, EE
(%) of 78.05%, average diameter of 271.41 μm and zeta potential of
−20.8mV were obtained. A good agreement was found between the
predicted and experimental of EE (%) under these conditions (82.15
and 78.05% respectively).

Metformin was not released completely from the obtained micro-
particles prepared with Span® 80 during 24 h. This type of release
profile is not advantageous for an oral application since the micro-
particles avoided the complete release of Metformin, but such sustained
profile is interesting for other routes like intramuscular for various
hydrophilic drugs. The in-vitro Metformin release profile obtained with
HPMC was higher in simulated gastric and intestinal fluids than with
Span® 80 emulsifier. A promising result was obtained with HPMC and
will be developed in future studies.
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Résumé 
La thèse porte sur l’étude des microparticules à libération prolongée de la metformine préparée à base du 
poly (acide lactique) en utilisant la méthode de double émulsion évaporation du solvant. La première 
partie, après avoir sélectionné le span 80 pour la stabilisation de la première émulsion (E1/H) et la 
formation des microparticules sphériques, est consacrée à l’optimisation des paramètres de formulation 
par le plan de Box-Behnken et à l’étude de la libération in vitro et in vivo de la metformine. Au travers les 
différentes résultats obtenus, il a été observée que l’efficacité d’encapsulation mesurée expérimentalement 
est en bonne adéquation avec celle prédite par le modèle. Les microparticules obtenues aux conditions 
optimales sont lisses et sphériques et se caractérisent par une libération d’environ ~10 % de metformine 
obtenue dans des milieux physiologiques simulés et une biodisponibilité de 25 % déterminée chez des 
lapins sains. La seconde partie traite l’influence de la substitution du span 80 par le HPMC sur les 
propriétés des microparticules et la libération in vitro de la metformine. L’étude révèle que les 
microparticules sont caractérisées par des surfaces poreuses et rogueuses, ce qui a améliorées le taux de  
libération  de la metformine à 58 %. 
 
Mots clés 
Chlorhydrate de metformine, poly (acide lactique), double émulsion, microparticules, méthodologie de 
surface de réponse, pharmacocinétique, libération prolongée. 
 
Abstract 
The thesis focuses on the study of a sustained-release microparticles of metformin prepared from poly 
(lactic acid) using the double emulsion solvent evaporation method. After the selection of span 80 
emulsifier for the stabilization of the first emulsion (E1/H) and the formation of the spherical 
microparticles, the first part is devoted to the optimization of formulation parameters by Box-Behnken 
design and to the study of the in vitro/in vivo release of metformin. The results indicate that the 
encapsulation efficiency obtained experimentally is in good agreement with that predicted by the model. 
The microparticles prepared under optimal conditions are smooth, spherical and characterized by a slow 
release of metformin (~10 %) obtained in simulated physiological media and with a bioavailability of 25 
% determined in healthy rabbits. The second section discusses the effect of the substitution of span 80 by 
HPMC on the properties of the microparticles and the in vitro release of the metformin. The study reveals 
that the addition of HPMC as a co-surfactant lead to the formation of porous and rough microparticles. 
Metformin release rate has been considerably improved with the incorporation of HPMC (58 %). 
 
Keywords: metformin hydrochloride, poly (lactic acid), double emulsion, microparticles, response 
surface methodology, pharmacokinetics, sustained-release. 

 الملخص

حمѧѧѧض (تركѧѧѧز الأطروحѧѧѧة علѧѧѧى دراسѧѧѧة الجسѧѧѧيمات الدقيقѧѧѧة ذات التحريѧѧѧر المسѧѧѧتمر مѧѧѧن الميتفѧѧѧورمين المحضѧѧѧر مѧѧѧن بѧѧѧولي 
لتثبيѧѧѧت المسѧѧѧتحلب الأول  span 80بعѧѧѧد اختيѧѧѧار . تبخيѧѧѧر المѧѧѧذيب و المѧѧѧزدوج باسѧѧѧتخدام طريقѧѧѧة المسѧѧѧتحلب) اللاكتيѧѧѧك

)E1/H (زء الأول لѧѧѧيص الجѧѧѧم تخصѧѧѧة ، تѧѧѧة الكرويѧѧѧات الدقيقѧѧѧكيل الجزيئѧѧѧةوتشѧѧѧل  دراسѧѧѧىعوامѧѧѧؤثرة علѧѧѧير المѧѧѧالتحض 
 و فѧѧѧي وسѧѧѧط فسѧѧѧيولوجي محѧѧѧاكى لميتفѧѧѧورميناتحرير ودراسѧѧѧة Box-Behnkenبواسѧѧѧطة تصѧѧѧميم  الجزيئѧѧѧات الدقيقѧѧѧة
تشѧѧير النتѧѧائج إلѧѧى أن كفѧѧاءة التغليѧѧف التѧѧي تѧѧم الحصѧѧول عليهѧѧا تجريبيѧѧاً متوافقѧѧة بشѧѧكل جيѧѧد مѧѧع  .للأرنѧѧب فѧѧي الجسѧѧم الحѧѧي

الجسѧѧѧيمات الدقيقѧѧѧة المحضѧѧѧرة فѧѧѧي ظѧѧѧل الظѧѧѧروف المثلѧѧѧى تكѧѧѧون ناعمѧѧѧة وكرويѧѧѧة وتتميѧѧѧز . تلѧѧѧك التѧѧѧي تنبѧѧѧأ بهѧѧѧا النمѧѧѧوذج
بتѧѧѧوافر حيѧѧѧوي بنسѧѧѧبة تѧѧѧم الحصѧѧѧول عليهѧѧѧا فѧѧѧي وسѧѧѧط فسѧѧѧيولوجي محѧѧѧاكى و) ٪10حѧѧѧوالي (بطѧѧѧيء للميتفѧѧѧورمين  تحريѧѧѧرب

علѧѧѧѧѧى خصѧѧѧѧѧائص  HPMCبواسѧѧѧѧѧطة   span 80إسѧѧѧѧѧتبدال ينѧѧѧѧѧاقش القسѧѧѧѧѧم الثѧѧѧѧѧاني تѧѧѧѧѧأثير . ٪ فѧѧѧѧѧي الأرانѧѧѧѧѧب السѧѧѧѧѧليمة25
كعامѧѧѧل  HPMCالدراسѧѧѧة أن إضѧѧѧافة  كشѧѧѧفت. فѧѧѧي وسѧѧѧط فسѧѧѧيولوجي محѧѧѧاكىالجسѧѧѧيمات الدقيقѧѧѧة وإطѧѧѧلاق الميتفѧѧѧورمين 

و تѧѧѧم تحسѧѧѧين معѧѧѧدل إطѧѧѧلاق الميتفѧѧѧورمين  اتمسѧѧѧام خشѧѧѧنة خѧѧѧافض للتѧѧѧوتر السѧѧѧطحي يѧѧѧؤدي إلѧѧѧى تكѧѧѧوين جسѧѧѧيمات دقيقѧѧѧة
 ).(% 58بشكل كبير
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