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INTRODUCTION



Introduction

Parmi toutes les voies d’administration des médicaments, la voie orale a toujours
suscité un grand intérét car elle est la plus confortable pour le patient, permettant de garantir
au mieux le suivi des prescriptions. Cependant, cette voie présente quelques inconvénients
lorsqu’il s’agit d’administrer des principes actifs qui se caractérisent par une faible
biodisponibilité ou encore les principes actifs qui sont peu stables en milieu physiologique et
sont rapidement dégradés dans I’environnement acide de 1’estomac ainsi que sous 1’action des
nombreuses enzymes présentes tout au long du tractus digestif (peptides et protéines

thérapeutiques).

Pour cela, I'une des stratégies proposées pour améliorer la biodisponibilité orale des
médicaments est l'incorporation de principes actifs dans des vecteurs polymeéres par
microencapsulation qui, avec les progreés établis dans I’industrie des polymeéres et notamment
dans la synthese des polymeéres biodégradables, devient la méthode la plus suivie dans le
développement de nouveaux systemes a libération prolongée. Du point de vue thérapeutique,
avec de tels systemes une seule prise unitaire pourrait remplacer les multiples doses de la
forme conventionnelle ce qui permet de diminuer les effets indésirables et d’assurer par la

suite un certain confort au patient.

Dans la littérature récente, les microcapsules de polymeéres biodégradables ont été
élaborées par plusieurs auteurs pour protéger les principes actifs des fluides gastro-intestinaux
et d’améliorer leur biodisponibilité orale en particulier les principes actifs de nature protéique
tels que I’insuline [1]. D’autres microcapsules sont congues pour prolonger la durée de la

libération du principe actif [2-7].

Le chlorhydrate de metformine connu de la classe des hypoglycémiants, constitue un
antidiabétique donné en premiere intention pour le traitement du diabéte de type 2 et son
efficacité n’est plus a démonter. Cependant cette molécule figure parmi les principes actifs
hydrophiles, elle présente une faible biodisponibilité 50 — 60 % [8] et se caractérise par un
temps de demi-vie variant de 1,5 a 4,5h [9]. Pour aboutir a une concentration plasmatique qui
parfois depasse la marge thérapeutique, il est nécessaire d’administrer le médicament en
plusieurs doses durant la méme journée ce qui provoque I’apparition de plusieurs effets

indésirables.
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Afin d'améliorer la formulation pharmaceutique de la metformine et de réaliser une
thérapie plus efficace, le chlorhydrate de metformine a été encapsulé dans des polymeres
biodégradables tels que le poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV) [10],
I’acétate de cellulose et [I’Eudragit RL 100 [11], [I’éthylcellulose [12],
I’hydroxypropylméthylcellulose K4M et I’Eudragit RS100 [13] et dans des polymeres
mucoadhesifs tels que le chitosane, I’hydroxypropylméthylcellulose, la gélatine et le carbopol
[14]. Mais & notre connaissance, le chlorhydrate de metformine n’a pas été encapsulé dans

des polyesters tels que le poly (acide lactique) et la poly (e-caprolactone).

Dans cette optique, 1’objectif de ce travail est la mise au point des microcapsules de
polyméres (le poly (acide lactique) et la poly (g-caprolactone)) contenant le chlorhydrate de
metformine. La préparation des microparticules est basée sur la technique de la double
émulsion (Eau/Huile/Eau). Les microparticules ont été caractérisées du point de vue de leur
taille, de leur taux d’encapsulation et testées in vitro dans deux milieux simulés, le milieu

gastrique et le milieu intestinal.

Le manuscrit de cette étude se décompose en trois chapitres.

Le premier chapitre est consacré aux rappels bibliographiques. Dans ce chapitre nous
présenterons une bibliographie générale concernant la microencapsulation, plus
particuli¢rement les méthodes d’encapsulation et les facteurs influencant la taille des
microcapsules, le taux d’encapsulation et la cinétique de libération des principes actifs

encapsulés.

Dans le deuxiéme chapitre nous allons décrire la méthode de préparation des
microcapsules de PLA, de PCL ou de PLA/PCL contenant la metformine, les facteurs qui
influent le taux d’encapsulation du chlorhydrate de metformine (pH, type et concentration du
polymere) et enfin nous passerons a la caractérisation des microcapsules obtenues par MEB et
IRTF.

Le troisieme chapitre est réservé pour 1’étude de la libération in vitro de la metformine
encapsulée dans deux milieux physiologiques, le milieu gastrique et le milieu intestinal.

Enfin, nous terminerons par une conclusion générale et perspectives.
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La voie d’administration la plus simple pour le malade est sans contexte la voie orale.
Cependant, cette voie représente pour tout principe actif, le chemin le plus long et le plus
difficile pour atteindre le sang. Le tractus gastro-intestinal posséde en effet de nombreuses
barriéres physiologiques et morphologiques qui limitent 1’absorption intestinale du principe
actif. Parmi les solutions proposées par les chimistes et les galénistes pour améliorer la
biodisponibilité de certains principes actifs et avoir une libération prolongée de ces derniers,

figure la microencapsulation.

Dans ce premier chapitre, nous allons présenter une bibliographie générale concernant
la microencapsulation, plus particulierement les méthodes d’encapsulation et les facteurs
influengant la taille des microcapsules, le taux d’encapsulation et la cinétique de libération des

principes actifs encapsulés.

I.1. La microencapsulation

Historiquement, I’une des et plus importantes applications de la microencapsulation a
été la fabrication de microcapsules colorantes pour le papier carbone [15]. L’idée était
d’insérer de I’encre dans de petites particules qui exploseraient lors d’une petite pression de
stylo. Depuis, la microencapsulation a intéressé de nombreuses industries parmi lesquelles on

peut citer la pharmacie [1, 2, 3, 5, 6, 7], le biomédical [16], I’agroalimentaire [17, 18, 19]...

La microencapsulation est une technique permettant la préparation de microparticules
individualisées, constituées d’un matériau enrobant contenant un principe actif qui peut étre
une particule solide, liquide, gazeuse ou une cellule microbienne [20]. Cette technique est
utilisée dans des domaines variés pour des applications diversifiées : en chimie pour optimiser
la dispersion des encres, des adhésifs ou des pigments ; en pharmacie car ’encapsulation
permet d'améliorer le transport de substances hydrophobes a travers les divers compartiments
de l'organisme et de diminuer leur toxicité vis-a-vis des tissus normaux, elle permet aussi de
maitriser le profil de la libération d’une matiére active pour obtenir un effet prolongé et
d’augmenter 1’efficacité du traitement en diminuant les doses nécessaires et par conséquent
les risques d’effets secondaires; en agriculture pour minimiser les doses d’herbicides ou de

fertilisants utilisées. En agroalimentaire, I’encapsulation d’aromes et de vitamines est réalisée
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de maniére courante. D’autres molécules hydro ou liposolubles, telles que des lipides

insaturés ou des minéraux, sont aussi encapsulés.

Selon leur microstructure, les microparticules ainsi obtenues par cette technique

présentent deux types de morphologies, les microspheres et les microcapsules [21].

Les microspheres sont des structures matricielles, de forme sphérique, constituees de
polymeres de préférence biodégradables. Les premieres microspheres ont été développées par
G. Birrenbach et al. [22] en utilisant le polyacrylamide réticulé, un polymére non
biodégradable. Par la suite, les systemes biodégradables, a base de poly (alkyl cyanoacrylate)

(PACA), ont été développés par Couvereur et al. [23].

Les microcapsules possedent une structure de type réservoir dans laquelle le principe

actif est confiné a une cavité centrale entourée par une membrane polymérique [24].

Les figures suivantes montrent deux images MEB d’une microsphere et d’une

microcapsule.
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Fig. 1.1 : ITmage MEB d’une Fig. 1.2 : Image MEB de la structure externe et
microsphére [25]. interne de la membrane polyuréthane d’une
capsule cassée [26].
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Les polymeéres biodégradables les plus utilisés pour la microencapsulation des
principes actifs sont I’albumine, 1’alginate, les dérivés de la cellulose, le chitosane, la gélatine,
les polysaccharides, les poly (acide acrylique), les poly (cyanoacrylates), les poly
(aminoacides), le poly (anhydride) [2, 27, 28, 29] et les polyesters tels que le poly (acide
lactique) [1, 30, 31], le poly (acide lactique-co-glycolique) [32] et la poly (e-caprolactone) [1,
33, 34, 35].

|.2. Méthodes d’encapsulation

De nombreuses techniques permettent I’encapsulation de principes actifs et conduisent
a différents types de particules dont les propriétés dépendent du procédé de fabrication. Parmi
ces méthodes, les plus fréquemment utilisees dans le domaine pharmaceutique sont la
coacervation, la technique d’évaporation de solvant, la gélification ionique, la polymérisation
interfaciale, le procédé nébulisation/séchage et 1’Enrobage en lit d’air fluidisé (« spray-

coating »)

Le choix de la méthode de préparation des particules et du polymére les constituant
dépend des propriétés physicochimiques du principe actif, des caractéristiques désirées pour

la libération du médicament, du but de la thérapie, et de la voie de I’administration [59].

1.2.1. Coacervation ou séparation de phase

La coacervation décrit le procédé de la séparation de phases au sein d’une solution
pour désolvater un polymere. Le coacervat est une phase riche en polymere et pauvre en
solvant. Lorsque 1’on disperse la matiére active dans un milieu qui contient des coacervats, la
réduction de la solvatation d’un polymeére conduit a la précipitation de polymeére sur la surface

de microgoulttes.

La coacervation peut étre simple ou complexe, la coacervation simple implique
seulement un seul polymére avec un ajout d’agents fortement hydrophiles dans la solution
colloidale par contre la coacervation complexe implique 1’utilisation de deux ou plusieurs

types de polymeres.
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a) Coacervation simple

Une simple coacervation peut se former avec un seul type de polymere dans un solvant
ou le polymere n'est pas soluble ou par addition d'un composé (sels et alcools) ayant une
affinité plus élevée pour I'eau [37]. De cette maniere ce composé entre en competition avec le
polymere en question. Lorsque les polymeéres perdent la couche d'eau associée a leurs chaines,
il y a formation de coacervat entre les différentes chaines [38]. Vandegaer [39] a effectué
I'encapsulation de gouttelettes d'huile par simple coacervation avec de la gélatine. Dans sa
technique, il renforce la coquille capsulaire avec une solution de formaldéhyde a 37% avant
séchage. Il mentionne aussi que plus rapidement la gélatine gélifie, plus petits sont les pores
des microcapsules et par conséquent les gouttelettes ont moins de chance de s'échapper a

travers la paroi capsulaire.

b) Coacervation complexe

La formation de microcapsules par la coacervation complexe est possible dans un
systeme aqueux ayant deux polymeres hydrophiles de charges opposées. Le procéde de
formation de microcapsules peut étre résumé en ces lignes [37] : 1) un premier polymeére
(généralement une protéine) est dissout dans l'eau ; 2) l'ingrédient actif est mélangé a la
solution de polymere ; 3) l'ajout d'un deuxieme polymére de charge opposé (un
polysaccharide) entraine la neutralisation des charges du premier polymere (interactions
électrostatiques) et les complexes se forment. La formation de complexes diminue la
solubilité des polymeéres dans I'eau, entrainant une séparation de phases avec une phase riche
en complexes de polymeres contenant I'ingrédient actif et une autre phase presque dépourvue
de polymere mais riche en solvant [40]. Ce sont ces complexes qui forment la paroi des
microcapsules apres isolement. 1l faut rappeler que cette formation de coacervat est influencée
par plusieurs conditions dont le pH, la force ionique, la concentration de polymeéres totaux, la
composition de polymeres, ainsi que le ratio des deux polymeres. King [41], décrit une
méthode d'encapsulation par coacervation qui utilise la gélatine et la gomme gellane. Dans ce
procédé, le caractere amphotére de la gélatine lui permet de former un complexe de
coacervation avec un polysaccharide anionique, la gomme gellane. A pH > 6, ces deux
polymeres sont miscibles (chargés négativement tous les deux, ils se repoussent

communément). Lorsque le pH est en dessous du point isoélectrique de la gelatine (elle
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devient chargée positivement), les polymeres interagissent et forment un complexe de
coacervation. Le systéeme gélatine-gomme arabique est le systéme le plus utilisé. Versic [40],
décrit la formation de microcapsule a partir de ces deux polymeéres. Il soutient qu'il est
possible de former un complexe de coacervation seulement lorsque le pH est en dessous du
point isoélectrique de la gélatine car a ce pH, la gélatine est chargee positivement tandis que
la gomme arabique demeure chargée négativement. Par conséquent, des interactions

électrostatiques peuvent se produire et entrainer la formation de coacervats.

Ce procédé de microencapsulation est utilisé par plusieurs équipes. Ryszka et al. [3]
ont préparé des microcapsules comprenant de la dalarelin en utilisant 1’alginate de sodium et
la gélatine. lls ont examiné la libération du médicament encapsulé dans le corps du rat.
L’absorption du médicament sous forme de microcapsule est améliorée et la durée de la

libération du médicament encapsulé est prolongée.

D’autres principes actifs ont eété encapsulés par cette méthode. Le tableau suivant
regroupe quelques exemples.

Tableau 1.1 : Exemples de principes actifs encapsulés par la coacervation.

Principe actif Polymeéres Références
Chlorhydrate de métronidazole Pectine-gélatine et alginate- [2]
(antibiotique et antiparasitaire), diclofénac gélatine

de sodium et Indométacine (anti-

inflammatoires non stéroidiens)

Indométacine (anti-inflammatoire non Pectine-gélatine et alginate- [42]
stéroidien) gélatine
Nimesulide (anti-inflammatoire) Pectine-gélatine [43]



http://fr.wikipedia.org/wiki/Antibiotique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Antiparasitaire

CHAPITRE | Rappels bibliographigues

1.2.2. Emulsion/évaporation de solvant

Le procédé¢ d’évaporation de solvant permet d’encapsuler une grande variété de
principes actifs solides ou liquides, hydrophiles ou lipophiles. Dans le cas de principes actifs
lipophiles, cette technique repose sur l'utilisation d'un solvant non miscible a I'eau
(dichlorométhane, chloroforme, ou acétate d’éthyle) [44], dans lequel le polymere et le
principe actif sont solubilisés, puis émulsionnés dans une phase aqueuse contenant un
tensioactif (cholate de sodium, poly (alcool vinylique)) [36, 45] pour faciliter la formation et
améliorer la stabilité des émulsions [46]. L'évaporation du solvant conduit alors a la formation

de microspheres, le principe actif étant incorporé dans la matrice [46].

Le schéma de principe de cette méthode est le suivant :

Solvant X
+ Polymere Solvant Y
+ Principe actif
solide ou soluble
Phase dispersée Phase continue

Emulsion

|

Diffusion et évaporation

du solvant X

|

Microsphéres

Fig. 1.3 : Schéma du procédé de microencapsulation par évaporation de solvant pour principe

actif soluble dans la solution de polymere.

Le tableau suivant donne quelques exemples de principes actifs hydrophobes
encapsulés par cette technique.
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Tableau 1. 2 : Exemples de principes actifs hydrophobes encapsulés par la technique

d’évaporation de solvant.

Principe actif Polymeére Références
Cisplatin, 5-fluorouracil PLGA [47, 48]
(agents anticancéreux) PLGA
Lidocaine PLGA [49, 50]
(anesthésique local) PLA
Progestérone PLGA [51]
(stéroides hydrophobes)

Récemment, le principe de la méthode a été modifié par M. D. Blanco et al. [52] afin
d'incorporer des principes actifs hydrosolubles. Cette technique consiste a réaliser une double
émulsion (Eau/Huile/Eau). Dans cette méthode, tout d’abord une solution aqueuse du principe
actif est émulsifiée sous forte agitation avec une solution du polymere dans un solvant
organique non-miscible a I’eau. De ce fait, une premicre émulsion (Eau/Huile) qui deviendra,
a la fin du processus, le cceur central des microparticules est obtenue. Ensuite, cette premiére
émulsion est dispersée sous agitation dans un volume donné d’une phase aqueuse externe
contenant un tensioactif pour obtenir une émulsion multiple (eau-dans-huile-dans-eau). En
effet, la phase organique qui sépare la phase aqueuse interne de I’externe, agit comme une
barriere qui empéche la fuite du principe actif vers le milieu extérieur, ce qui contribue a
I’encapsulation du principe actif. Les étapes suivantes du processus sont les mémes que pour
la méthode d’émulsion simple. Ainsi, I’élimination du solvant étant réalisée par évaporation
et/ ou extraction, les microparticules sont recueillies par filtration ou centrifugation.
Finalement, elles sont soumises au séchage jusqu’a I’obtention d’une poudre de libre

écoulement. Le schéma de principe de cette méthode est le suivant :
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Solvant Y Solvant X
+ Principe actif + Polymére
Phase dispersée Phase continue
Emulsion Solvant Y
primaire
Phase dispersée Phase continue

Emulsion secondaire

(émulsion complexe)

|

Diffusion et évaporation

du solvant X

}

Microcapsules

Fig. 1.4 : Schéma du procédé de microencapsulation par évaporation de solvant pour principe

actif non soluble dans la solution de polymere.

Le tableau suivant regroupe quelques exemples de principes actifs hydrophiles

encapsulés par cette technique.

Tableau 1.3: Exemples de principes actifs hydrophiles encapsulés par la technique

d’évaporation de solvant.

Principes actifs Références
Insuline [1, 53, 54]
Protéines [55-57]
Peptides [58-60]
Vaccins [61, 62]

10
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Le dichlorométhane est le solvant le plus utilisé pour la microencapsulation des
principes actifs hydrophiles par la technique d’évaporation de solvant parce qu’il s’évapore
rapidement (point d’ébullition 39,7 °C), donne des taux d’encapsulation élevés et produit des
microparticules de forme sphérique et uniformes [63]. Cependant, la substitution du
dichlorométhane afin d’éviter sa grande toxicité par d’autres solvants comme I’acétate
d’¢éthyle donne des particules de formes non sphériques (déformées) et des taux
d’encapsulation du principe actif moins importants [64]. Selon I’équipe J. Herrmann et al.
[64], ce résultat est di a la grande solubilité d’acétate d’éthyle dans 1’eau (90 g/l a 20 °C). En
effet, la présence d’une grande quantité du solvant dans la phase continue fait augmenter la
solubilité du principe actif dans cette phase en facilitant par la suite sa diffusion de la phase
dispersée vers la phase continue et par conséquence, des taux d’encapsulation faibles sont

obtenus.

1.2.3. Gélification ionique

Le procédé de gélification ionique consiste a extruder & travers d’une aiguille de
seringue ou d’une buse, une solution aqueuse de polymere dans laquelle la matiére active est
dissoute, dispersée ou émulsionnée. Les gouttelettes formées sont réceptionnées dans une
phase liquide dispersante pour se transformer en particules de gel sphériques [21]. Le cas le

plus connu est celui de la gélation de I’alginate en présence du chlorure de calcium.

L'alginate de sodium (ou polymannuronate sodique), est un polysaccharide composé
d’acide D-mannuroniques et L-glucuroniques. Il est utilisé comme additif alimentaire (E401)
dans les boissons (Il améliore la texture de la boisson en éliminant les protéines indesirables et
est utilisé comme émulsifiant et gélifiant). L’alginate est le polyanion le plus utilis¢ dans le
domaine de 1‘encapsulation des principes actifs [6, 7]. Les cations divalents et trivalents
induisent une gélation par liaison des unités guluroniques de 1’alginate. Les microspheres sont
produites via une goutte a goutte d’une solution d’alginate et de principe actif dans une

solution de chlorure de calcium.

11
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OH H X\
H 0

Fig. 1.5 : Structure chimique de 1’alginate de sodium.

HOOC
= ”OOZM
Fig. 1.6 : Acide D-mannuronique. Fig. 1.7 : Acide L-glucuronique.

En effet, I’alginate de sodium est une longue chaine comportant beaucoup de charges
négatives par la présence de groupements carboxyles CO, dont la charge est contrebalancée
par la charge positive de I’ion sodium Na® afin d’avoir une molécule neutre. Lorsgque
’alginate de sodium rencontre du calcium, les ions calcium Ca?* déplacent les ions sodium
(ils prennent leur place). Les ions calcium étant divalents (doublement chargés positivement)
chaque ion calcium peut interagir avec deux charges négatives donc deux groupements CO;’
et il y a donc formation d’un réseau, une polymeérisation puisque les ions calcium permettent
de « lier » deux chaines d’alginate entre elle. Cette polymérisation des chaines d’alginate crée
le gel, le liquide contenant 1’alginate devient épais, il durcit et c’est ainsi que se forme une

peau souple a la surface de notre sphere.

12
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Fig. 1.8 : La gélification des alginates en présence de Ca*".

Les polymeéres biodégradables, biocompatibles et mucoadhesifs les plus utilisés pour
préparer des microparticules contenant des principes actifs par cette méthode sont les

polysaccarides tels que le chitosane, I’alginate de sodium, la pectine [6, 7, 65].

La gélification ionique est largement utilisée pour immobiliser les enzymes ou pour
avoir une libération prolongée des principes actifs ou encore pour améliorer la
biodisponibilité de certains principes actifs. Le tableau suivant donne quelques exemples de

principes actifs encapsulé par cette technique.

Tableau 1.4: Exemples de principes actifs encapsulés par la technique de gélification

ionique.
Principe actif Références
Métoprolol (antihypertenseur) [6, 29, 66]
Chlorhydrate de metformine [14]
Rifampicine, isoniazide et pyrazinamide
(Antituberculeux) [65]

13
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1.2.4. Polymeérisation interfaciale

La polycondensation interfaciale met en jeu deux monomeéres ayant des groupes
fonctionnels complémentaires, chacun soluble dans une des phases d’un systéme diphasique.
L’encapsulation de principes actifs peut étre réalisée par cette méthode via un protocole en
deux étapes. Dans un premier temps une émulsion est préparée, la phase dispersée contenant
I’espece & encapsuler ainsi qu’un monomeére. Puis cette émulsion est diluée afin d’apporter le
second monomere en phase continue. La réaction démarre alors a I’interface des gouttelettes.
On obtient en fin de réaction une membrane polymérique a I’interface des gouttelettes qui
renferment 1’espéce a encapsuler. Les monomeres les plus couramment utilisés dans ce cas
sont des chlorures d’acide couplés a des diols ou a des diamines conduisant respectivement a

des membranes de polyester ou de polyamide par les réactions suivantes :

nCICO-R-COCI + nHO-R’-OH — (-CO-R-COO-R’-0-), + 2nHCI
nClCO-R-COCI + nH,N-R’-NH; — (-CO-R-CONH-R’-NH-), + 2nHCI

Cette méthode est largement décrite par P. W. Morgan et al. [67]. Elle s’applique a
des solutions de matiéres actives, aussi bien organiques qu’aqueuses. Ainsi, lorsque la matié¢re
active est organosoluble, I’émulsion préparée dans un premier temps est de type directe huile
dans eau, et lorsque la matiere active est hydrosoluble, I’émulsion préparée est de type

indirecte eau dans huile.

L’intérét pour I’encapsulation par polycondensation interfaciale s’est accru
considérablement depuis 1959, quand la société Dupont a démontreé la faisabilité d’un procéde
de fabrication de fibres polyamides par polycondensation a I’interface entre deux phases non
miscibles non agitées. Ainsi, Beaman et al. [68] présentent les différentes formulations pour
la fabrication de microcapsules faites de polyamides. E. L. Wittbecker et al. [69] font de

mémes pour les polyuréthanes et M. Katz [70] pour les polyphtalamides.

Parmi les principales applications des microcapsules obtenues par polycondensation
interfaciale, Benoit et Richard [21] citent le domaine pharmaceutique, pour I’encapsulation

des principes actifs tels que I’insuline [71].

14
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1.2.5. Nébulisation-séchage (« spray-drying »)

Le procédé nébulisation/séchage permet de transformer une formulation liquide
initiale en une microparticule séche [72]. La formulation liquide est composée d’une phase de
matiére active sous formes différentes (solution, émulsion, dispersion de particules solides) et
une autre phase de la solution de I’agent enrobant. Il y a généralement quatre étapes
essentielles dans ce procédé.

— diffusion de la phase liquide (nébulisation) pour former un aérosol ;

— mise en contact de I’aérosol avec un flux d’air, porté a une température contrélée ;

— séchage rapide de ’aérosol pour former des microparticules solides ;

— séparation et collection de la poudre de microparticules et de 1’air contenant le solvant

vaporisé.
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Fig. 1.9 : Le systéeme de microencapsulation mécanique Nébulisation/Séchage [21].

La figure 1.9 montre un dispositif complet pour la microencapsulation de fagon
mécanique (Nebulisation/séchage). La formulation comprenant la matiére active et la matiere
enrobant passe par une buse au sommet de ce dispositif. En traversant cette buse, la
formulation est nébulisée en microgouttes par une atomisation pneumatique ou ultrasonique
ou par une buse rotative. Les microgouttes sortent de 1’orifice de la buse et descendent dans la
chambre de dessiccation, ou elles sont mises en contact avec un flux d’air filtré et chauffé. Le

solvant est évaporé et emporté par I’air. Les microparticules ainsi formées sont récupérées au
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fond de cette chambre. La formulation utilisée dans ce dispositif peut étre aqueuse ou

organique.

Malgré les trés hautes températures utilisées, le séchage par atomisation a été utilisé
pour I’obtention de microparticules contenant des substances sensibles telles que des peptides

[73, 74] et des vaccins [75], en raison de la haute vitesse d’évaporation des solvants [72].

D’autres principes actifs tels que la progestérone, la théophylline [76] et le captopril
[77] ont été respectivement incorporés dans des microparticules de PLA et de PLGA en
utilisant cette méthode. De méme Li et al. [78] ont appliqué ce procédé de
nébulisation/séchage pour encapsuler I’ibuproféne (anti-inflammatoire non stéroidien), une
matiere active non-hydrosoluble, dans une microcapsule en gélatine dans le but de prolonger

sa durée de libération.

1.2.6. Enrobage en lit d’air fluidisé (« spray-coating »)

La premiere étape de cette technique de microencapsulation consiste a fluidiser une
poudre de particules de principe actif (granulés, cristaux...) dans une colonne placée sous un
courant d’air ascendant (chambre cylindrique verticale). Cette fluidisation permet d’assurer un
mélange constant des particules avec un transfert de chaleur optimal entre I’air et la surface
des particules. Puis, une buse de pulvérisation placée au sommet ou a la base de la suspension
fluide permet de disperser, sous forme de fines gouttelettes, le matériau enrobant a la surface
des particules. Un enrobage continu et homogéne s’obtient suite a des passages successifs et
cycliques des particules dans la zone de pulvérisation et dans la zone d’expansion ou a lieu le
séchage. La formation du film d’enrobage s’effectue au contact des particules apres des étapes
successives de mouillage, étalement puis séchage par évaporation du solvant contenant les
gouttelettes de materiau enrobant. Celui-ci est constitué en géneral de solutions organiques ou
dispersions aqueuses de polymeéres (dérivés cellulosiques ou acryliques) qui peuvent contenir
des plastifiants afin de favoriser la formation du film d’enrobage a la température de séchage
ainsi que des additifs (lubrifiants...). Des corps gras ou des cires peuvent également étre
utilisés. L obtention d’un bon enrobage va dépendre & la fois des parametres de pulvérisation
(concentration de la formulation, débit, taille des gouttelettes) et des parameétres de séchage

(volume d’air de fluidisation, température de 1’air, degré d’humidité) [21].
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1.3. Taux d’encapsulation

Le taux d’encapsulation est défini par la quantité de principe actif encapsulée par
rapport a celle introduite lors de la préparation des microcapsules. Plusieurs facteurs peuvent
influencer le taux d’encapsulation tels que le rapport principe actif / polymére, la nature et le

poids moléculaire du polymere, ...

1.3.1. Effet du rapport PA/Polymere

S. Bhanja et al. [7] ont préparé des microcapsules de carboxyméthylcellulose de
sodium contenant 1’acyclovir (antiviral). Les résultats de leur étude ont montré que le taux
d’encapsulation d’acyclovir augmente progressivement avec la diminution du rapport

PA/polymere.

De méme dans 1I’étude de Yang et al. [79] concernant la préparation de microcapsules
d’éthylcellulose contenant 1’aspirine, le taux d’encapsulation de 1’aspirine le plus élevé a été
obtenu avec le rapport Aspirine/Ethylcellulose le plus petit. Ce résultat a été confirmé par
I’étude d’André-Abrant et al. [80] ou le benzoate d’éthyle a été encapsulé par
I’éthylcellulose. En effet, ’augmentation de la concentration du polymeére conduit a la
formation de grandes microcapsules qui peuvent contenir des quantités considérables de

principe actif.
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D’autre part, Dey S. et al. [6] ont préparé des microsphéres d’amidon de tapioca
contenant le meétoprolol (antihypertenseur). Les resultats de leur étude ont monté que
I’efficacité d’encapsulation de métoprolol a augmenté progressivement avec la diminution du
rapport Métoprolol/Amidon de tapioca de 1/4,5 a 1/6 puis il y a diminution de taux
d’encapsulation en augmentant ce rapport de 1/6 a 1,5/4,5 suggérant que la quantité de

polymere devient insuffisante pour encapsuler completement le principe actif.

Par contre, S. Prasertmanakit et al. [5] ont trouvé dans leur étude concernant la
préparation de microcapsules d’éthylcellulose contenant 1’acide folique (vitamine du groupe
B) que le taux d’encapsulation de 1’acide folique a été diminué de 80,29 % a 41,83 % avec la
diminution du rapport Acide folique/Ethylcellulose de 1/2,5 a 1/7,5. En augmentant la
concentration en polymére de la phase organique, cette derniere devient trés visqueuse ce qui
conduit a la formation de gouttelettes de polymere/solvant de grande taille, entrainant la
diffusion du principe actif a Dextérieur de ces gouttelettes et la diminution des taux

d’encapsulation est due au durcissement lent de ces grandes particules.

1.3.2. Effet du poids moléculaire de polymeére

Le taux d’encapsulation des principes actifs augmente avec 1’augmentation du poids

moléculaire de polymére. Ce résultat a été observé par plusieurs auteurs [64, 80, 81].

Dans I’¢tude d’André-Abrant et al. [80] concernant la préparation de microcapsules
d’¢éthylcellulose contenant le benzoate d’éthyle a été trouvé que le poids moléculaire le plus
¢levé d’éthylcellulose a donné le taux d’encapsulation le plus élevé. Ce résultat a ét€¢ confirmé
par I’étude de Herrmann and Bodmeier [64] concernant I’encapsulation de somatostatine en
utilisant le PLGA.

De méme, S. Wieland-Berghausen et al. [81] dans leur étude concernant la
microencapsulation de deux principes actifs hydrosolubles, le nitenpyram (insecticide) et la
clomipramine HCI (antidépresseur) en utilisant 1’éthylcellulose, ont trouvé que le taux
d’encapsulation est influencé fortement par le poids moléculaire d’éthylcellulose. Le taux
d’encapsulation le plus élevé (91.7%) a été trouvé en utilisant 1’éthylcellulose de poids

moléculaire le plus éleve.
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En effet, en augmentant le poids moléculaire du polymeére, la viscosité de la solution
polymere augmente conduisant a la formation de microcapsules de grandes tailles qui peuvent
contenir des grandes quantités de principes actifs ce qui explique par la suite les taux

d’encapsulation €levés ainsi obtenus.

1.3.3. Effet de la nature du polymeére

Dans 1’étude de N. Mimi et al. [1] concernant la préparation de microcapsules de
polymeres (PLA, PCL) contenant I’insuline, a ét¢ montré que le taux d’encapsulation est
influencé par la nature du polymeére. Le taux d’encapsulation le plus élevé a été trouvé avec le
mélange PLA/PCL (50/50) par rapport aux taux d’encapsulation trouvés en utilisant les deux
polymeres seuls.

Dans I’étude de S. Bhanja et al. [7] concernant la microencapsulation d’acyclovir
(antiviral) en utilisant le carboxyméthylcellulose de sodium et le méthylcellulose, a été
montré que le taux d’encapsulation d’acyclovir est influencé par la nature du polymére. En
effet, le taux d’encapsulation a été relativement élevé en utilisant le carboxyméthylcellulose
de sodium et graduellement faible en utilisant le méthylcellulose. Le taux d’encapsulation a

été trouve compris entre 51.30 et 91.25%.

D’autre part, M. N. Kumar et al. [29] ont préparé des microcapsules de polymeéres
(alginate  de  sodium, I’hydroxypropylméthylcellulose, le carbopol ou Ile
carboxymeéthylcellulose de sodium) contenant le succinate de métoprolol. Ils ont trouvé que
le taux d’encapsulation du succinate de métoprolol a été influencé par la nature de polymere
utilisé pour la microencapsulation. Le taux d’encapsulation le plus élevé (71.29 %) a été
obtenu en utilisant le carbopol et le taux le plus faible a été obtenu en utilisant

1I’hydroxypropylmeéthylcellulose (64.53 %).

1.3.4. Effet du pH

Dans 1’étude de N. Mimi et al. [1] concernant la préparation de microcapsules de
polyméres (PLA, PCL) contenant I’insuline, a été montré que le taux d’encapsulation de

I’insuline est influencé par le pH de la phase aqueuse. Le meilleur résultat est obtenu en
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milieu basique pour lequel 70% d’insuline a été encapsulé a pH = 8,6. Au contraire, le pH trés

acide est néfaste vis-a-vis de I’encapsulation de 1’insuline.

Ce résultat est en accord avec le travail de Song et al. [82], qui ont mis en évidence,
par une étude réalisé avec le PLGA, une augmentation du taux d’encapsulation avec le pH en
faisant varier celui-ci de 6 a 8,6. Cette étude a mis encore en évidence qu’un milieu trés acide
est néfaste vis-a-vis de I’encapsulation. En effet, dans un milieu acide, les polyesters subissent

une dégradation qui se traduit par I’hydrolyse chimique de la fonction ester.

1.4. Taille des microcapsules

Trois paramétres essentiels peuvent influencer le diamétre moyen des microcapsules

qui sont :

1.4.1. Le rapport PA/polymére

Dey S. et al. [6] ont préparé des microspheres d’amidon de tapioca contenant le
métoprolol. Les résultats de leur étude ont monté que le diametre moyen des microcapsules a
augmenté de 69,12 a 84,42 % avec la diminution du rapport Métoprolol/Amidon de tapioca de
1/3 a 1/6.

De méme, S. Prasertmanakit et al. [5] ont trouvé dans leur étude que le diamétre
moyen des microcapsules d’éthylcellulose contenant I’acide folique a augmenté de 300 a 448

pum en diminuant le rapport (Acide folique/Ethylcellulose) de 1/2,5 a 1/7,5.

D’autre part, I’équipe M. Najmuddin et al. [4] s’est intéressée a I’encapsulation d’un
anti-inflammatoire non stéroidien, le flurbiprofen, dans des microcapsules a base d’un
mélange de 1’Eudragit L-100 et I’Eudragit S-100. Les résultats de leur étude ont montré que
le diamétre moyen des microcapsules augmente de 163,68 a 251,84 um en diminuant le
rapport PA/polymere de 1/1 a 1/2,5.

De méme, S. Bhanja et al. [7] dans leur étude concernant la microencapsulation
d’acyclovir (antiviral) par la gélification ionique en utilisant le carboxyméthylcellulose de

sodium et le méthylcellulose, ont trouvé que les microcapsules préparées ont une forme
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sphérique et ne présentent aucune agrégation. Le diametre moyen des ces microcapsules a été
trouvé compris entre 402,85 et 821,03um et ce dernier augmente avec la diminution du

rapport PA/polymeére. Ce résultat a été confirmé avec d’autres travaux de recherche [13].

D’apres tous ces travaux, on peut constater que le diameétre moyen des microcapsules
augmente avec la diminution du rapport PA/polymeére. Ce résultat peut étre expliqué par
I’augmentation de la concentration du polymére. En effet en augmentant la concentration du
polymére, la solution de ce dernier devient tres visqueuse ce qui favorise la formation de

microcapsules de grande taille.

1.4.2. La concentration du tensioactif

S. Prasertmanakit et al. [5] ont trouvé dans leur étude que le diamétre moyen des
microcapsules d’éthylcellulose contenant 1’acide folique a diminué de 300 a 141 pum en

augmentant la concentration du tensioactif (span 80) de 1 a 4 (v/v).

Les dimensions des microparticules diminuent en augmentant la concentration du
tensioactif dans la phase aqueuse, Ce résultat a été confirmé avec d’autres travaux de
recherche [83-86]. En effet, ’addition du tensioactif abaisse la tension superficielle de la

phase continue et la diminution de cette derniére fait réduire la taille des microcapsules.

1.4.3. La vitesse d’agitation

Dey S. et al. [6] ont trouve dans leur étude concernant la préparation de microsphéres
d’amidon de tapioca contenant le métoprolol que le diametre moyen des microsphéres
préparées est influencé par la vitesse d’agitation. En effet, en augmentant la vitesse d’agitation
de 200 a 600 tr/min, le diamétre des microsphéres a été diminué de 974,00 a 938,14 um. Ce
résultat a été confirmé avec d’autres travaux de recherche [80, 86, 87, 88]. En effet, en
augmentant la vitesse d’agitation de 1’émulsion, les forces de cisaillement augmentent ce qui

conduit a la formation de gouttelettes de tailles réduites.
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1.5. Cinétique de libération du principe actif encapsulé

L’étude de la libération du principe actif dans des milieux physiologiques simulés est
indispensable afin de tester la validité de sa formulation. Plusieurs parametres peuvent
influencer la libération du principe actif encapsulé a savoir le pH du milieu de dissolution, la

nature du polymeére et méme la taille moyenne des microcapsules.

1.5.1. Effet du pH de milieu de dissolution

B. Nath et al. [11] ont préparé des microcapsules contenant le chlorhydrate de
metformine en utilisant deux polymeéres, I'acétate de cellulose et I’Eudragit RL100. L’étude de
la libération in vitro du chlorhydrate de metformine a été réalisée dans deux milieux
physiologiques, le milieu gastrique (pH = 1.2) et le milieu intestinal (pH = 6.8). Toutes les
microcapsules préparées ont montré une quantité plus élevée de principe actif libérée dans la
solution tampon de phosphate (pH 6,8) par rapport au milieu gastrique (pH 1,2). Les mémes
résultats ont été obtenus avec 1’étude de J. D. Ghodake et al. [13] concernant la préparation
de microsphéres de polymeres (I’hydroxypropylméthylcellulose K4M et 1’Eudragit RS100)
contenant le chlorhydrate de metformine. Ce résultat peut étre expliqué par la mauvaise
solubilité du chlorhydrate de metformine dans le milieu acide a cause de I’effet d’ion

commun.

M. Saravanan et al. [2] ont trouvé dans leur étude que la libération du principe actif
le diclofénac de sodium (anti-inflammatoire non stéroidien), a partir les microcapsules de
pectine- gélatine est faible dans le milieu simulé gastrique et ca peut étre expliqué par la

mauvaise solubilité de ce principe actif dans le milieu acide.

1.5.2. Effet de la nature du polymére

Dans I’étude de B. Nath et al. [11] concernant la préparation des microcapsules de
polyméres (l'acétate de cellulose ou I’Eudragit RL100) contenant le chlorhydrate de
metformine a été montré que les microcapsules d’acétate de cellulose présentent un taux de
libération du chlorhydrate de metformine plus faible comparativement aux microcapsules

préparées par I’Eudragit RL100 dans les deux milieux physiologiques. Ce résultat peut étre
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attribué au fait que les microcapsules d’acétate de cellulose ont une surface épaisse (le
diametre moyen est de 534 um) par rapport aux microcapsules d’Eudragit (le diamétre moyen
est de 387 um). En effet, la barriére polymeére épaisse ralentit I’entrée du milieu de dissolution

et par conséquence moins de quantité du principe actif sera libérée.

V. Karavelidis et al. [89] ont trouvé dans leur étude concernant 1’encapsulation du
chlorhydrate de Ropinirole dans des polyesters biocompatibles (poly (succinate de propyléne),
poly (subérate de propyléne), poly (sébacate de propyléne), poly (succinate d’éthyléne) et
poly (succinate de polypropylene co-éthylene)) que les taux de libération du principe actif les
plus élevés ont été obtenus avec les microcapsules préparées par le (poly (succinate de
propylene), le poly (subérate de propyléne) et le poly (sébacate de propyléne). En effet, ces
polyesters ont des températures de transition vitreuse trés faibles comparativement a la
température du test de dissolution et généralement lorsqu’un polymeére se trouve dans un
milieu dont la température est supérieure a sa température de transition vitreuse, ces chaines
polymeéres deviennent souples et jouissent d’une certaine mobilité qui favorise la pénétration
du milieu de dissolution a I’intérieurs de la matrice polymére en facilitant par la suite la

libération du principe actif.

1.5.3. Effet du diametre moyen des microcapsules

L’équipe S. Dey et al. [6] a trouvé dans leur étude que la quantité de métoprolol
liberée a travers les microparticules d’amidon de tapioca a diminué significativement avec

I’augmentation de la taille des microspheres.

D’autre part, dans 1’étude de M. Palansamy et al. [90] concernant la préparation de
microcapsules du chitosane contenant le succinante de métoprolol a été trouvé que le taux de
libération du principe actif diminue avec I’augmentation de la taille des microparticules. Ce
résultat a été confirmé avec d’autres travaux de recherche [2, 91, 92]. En effet, la barriére
polymere épaisse ralentit 1’entrée du milieu de dissolution dans les microcapsules et par

conséquent les principes actifs se libérent moins rapidement.
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CAHPITRE I Synthése et caractérisation des microcapsules du chlorhydrate de metformine

L’objectif de ce travail est d’étudier la possibilité de préparer des microcapsules de
polyméres biodégradables tels que le poly (acide lactique) (PLA) et la poly (e-caprolactone)
(PCL) contenant le chlorhydrate de metformine par la technique d’évaporation de solvant. En
premier lieu, nous allons decrire le procédé de synthese des microcapsules de PLA et de PCL et
les paramétres qui influent sur le taux d’encapsulation de la metformine (le type et la
concentration du polymere, pH...). Comme deuxiéme étape, nous allons procéder a la
caractérisation des microcapsules obtenues a partir des formulations optimisées par
spectrophotométrie UV-visible, microscopie électronique a balayage (MEB) et par spectroscopie

infrarouge a transformée de Fourier (IRTF).
1.1. MATERIAUX ET METHODES

Dans cette partie, nous allons présenter les différents matériaux et méthodes utilisés
pour synthétiser les microcapsules du chlorhydrate de metformine et les différentes techniques

d’analyses utilisées pour caractériser les matieres premieres et les microcapsules obtenues.
11.1.1. Matériaux
a) Le principe actif (chlorhydrate de metformine)

La metformine a été gracieusement fournie par 1I’'unité Pharmal DAR EL BAIDA (Alger).
Elle se présente sous la forme d'une poudre cristalline blanche hydrophile et pratiquement
insoluble dans les solvants organiques (éther, chloroforme, dichlorométhane...) et soluble dans
I’eau et I’alcool a 95%. Sa masse moléculaire est de 165,6 g /mole et son point de fusion est de
218-220°C.
HsC

M —ﬁ—NH—{l“T—NHE- HCI
/ NH MNH

HaC

Fig. I1.1 : Structure chimique du chlorhydrate de metformine.
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Le micrographe en MEB de la metformine est représenté sur la figure 11.2 et sa
microanalyse est représentée dans le tableau I1.1.

Tableau 11.1 : Microanalyse de la metformine.

Elément Pourcentage massique
Carbone (C) 42,46
Azote (N) 40,22
Oxygene (O) 04,34
Chlore (CI) 12,98

Fig. 11.2 : Micrographe en MEB de la metformine.

La caractérisation par MEB de la metformine montre que cette derniére se présente sous

forme de cristaux de taille varie du 30 um a 1,10 mm.

b) Le poly (acide lactique) PLA

Le PLA utilise dans cette étude est sous forme de grains. Il est fourni par Biomer
(Allemagne) sous le nom de Biomer L9000®. Ces principales caractéristiques sont regroupées

dans le tableau 11.2 et sa microanalyse est illustrée dans le tableau I1.3.

Tableau 11.2 : Caractéristiques du poly (acide lactique).

Forme physique Grains

Poids moléculaire moyen 200.000 g mol™ (4,3 % D-lactide)
Point de fusion 160 °C

Température de transition vitreuse 60 °C
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Tableau 1.3 : Microanalyse du PLA.

Elément Pourcentage

massique (%0)

Carbone (C) 74,95
Oxygeéne (O) 25,05
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c) La poly (g-caprolactone) PCL

Fig. 11.3 : La microanalyse du PLA.

La PCL utilisée dans ce travail est fournie par la société Solvay (France) sous le nom

commercial de Capa® 6800. Ces principales caractéristiques d’aprés le fournisseur sont

regroupées dans le tableau 11.4 et sa microanalyse est illustrée dans le tableau 11.5.

Tableau 11.4 : Caractéristiques du poly (e-caprolactone).

Forme physique Grains

Poids moléculaire moyen 80.000 g mol™
Point de fusion 58 - 60 °C
Température de transition vitreuse -62 °C

Tableau 11.5 : Microanalyse de PCL.

Elément Pourcentage
massique (%0)
Carbone (C) 81,82
Oxygene (O) 18,18
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Fig. 11.4 : La microanalyse de PCL.
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d) Le mélange (PLA/'PCL) : 50 mg de PCL + 50 mg du PLA dissoutes dans 10 ml de

dichlorométhane).
e) Le poly (éthylene glycol) PEG

Le PEG utilisé dans cette étude est fourni par Aldrich (Allemagne). Sa masse moléculaire

moyenne est de 1500 g mol™.
f) Le dichlorométhane
Le dichlorométhane CH,ClI, utilisé est fourni par Biochem Chemopharma (France).
g) Le dodécylsulfate de sodium (SDS)

Le dodécylsulfate de sodium (SDS) est un tensioactif anionique de masse molaire 288,38
g mol™. Sa formule chimique est donnée sur la figure 11.3, ce produit est fourni par Labosi
(France).
C12H,5-0-505 Na*

Fig. 11.5 : Formule chimique de SDS.
11.1.2. Méthodes

La méthode de préparation des microcapsules de polymeres contenant la metformine et

les techniques de caractérisation de celles-ci sont décrites ci-dessous.

11.1.2.1. Préparation des microcapsules de polyméres contenant le chlorhydrate de

metformine

La préparation des microcapsules du chlorhydrate de metformine a été faite par la
technique d’évaporation de solvant (double émulsion) [1, 10, 93]. 1 ml du chlorhydrate de
metformine (16 g/l) est dispersé dans 10 ml de dichlorométhane CH,Cl, contenant 50 & 200 mg
de polymere (PCL ou PLA seuls) ou bien un mélange de polyméres (PCL/PLA), sous agitation
ultrasonique a 4°C pendant 1 min. Par la suite, cette émulsion est dispersée dans 40 ml d’une
solution aqueuse contenant 0.2 % (m/v) SDS et 0.1 % PEG (m/v) de pH donné (phase continue),

sous agitation ultrasonique a 4°C pendant 1 min. Le dichlorométhane CH,CI, est évaporé sous

27



CAHPITRE I Synthése et caractérisation des microcapsules du chlorhydrate de metformine

agitation magnétique modérée, pendant 12 a 14 heures a température ambiante. L’évaporation de
solvant se traduit par la solidification des gouttelettes de la phase dispersée. Aprés 1’évaporation
de solvant, les microcapsules sont séparées par filtration a 1’aide d’un verre fritté de porosité 4 et
pour récupérer le maximum des microcapsules, le surnageant est centrifugé a 5000 tr/min
pendant 20 min. Les microcapsules obtenues sont lavées avec de I’eau distillée et séchées a la

température ambiante.
11.1.2.2. Techniques de caractérisation

Afin de caractériser les microcapsules de chlorhydrate de metformine obtenues, trois
méthodes ont été utilisées.

1) Spectrophotométrie UV-visible

La spectrophotométrie UV-visible est utilisée afin de caractériser la bande d’absorption
UV-visible de la metformine et de déterminer le taux d’encapsulation du principe actif. Le

spectrophotomeétre UV-Visible utilisé est de marque SpectroScan50.
2) Spectroscopie infrarouge (IRTF)

Dans le cadre de cette étude, nous avons utilisé I’analyse IRTF pour caractériser le PLA,
la PCL et le principe actif ainsi que les microcapsules de metformine obtenues dans le but

d’enregistrer d’éventuelles interactions entre les constituants de départ.

Les spectres IR des différents échantillons ont été enregistrés a 1’aide d’un
spectrophotomeétre infrarouge a transformée de Fourier de marque Schimadzu, entre 400 et 4000
cm™, en utilisant un porte-échantillon de films pour les polyméres seuls (PLA et PCL) et des
pastilles de KBr contenant 1mg de 1’échantillon et 80 mg de KBr obtenues a 1’aide d’une presse

hydraulique sous une pression de 90 kN pendant 5 min pour la metformine et les microcapsules.
3) Microscopie électronique a balayage (MEB) :

La morphologie et la microanalyse des microcapsules ont été enregistrées a 1’aide d’un

microscope €électronique a balayage de type « QUANTA 200 ».
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11.2. RESULTATS ET DISCUSSIONS

11.2.1. Spectrophotométrie UV-Visible

La bande d’absorption du chlorhydrate de metformine pur est déterminée par balayage

pour longueur d’onde comprise entre 200 et 400 nm.

1,2 -

Abs

0,8 -
0,6 -

0,2 -
0 T 1 1 1
200 250 o (nm) 300 350 400

Fig. 11.6 : Spectre UV du chlorhydrate de metformine dans 1’eau distillée.

Le chlorhydrate de metformine présente une absorption maximale située a la longueur
d’onde 233 nm.

Apres le séchage, les microcapsules de polymeres (PLA, PCL ou PLA/PCL) sont d’abord
dissoutes dans un volume de dichlorométhane. Apres la dissolution, on rajoute un volume d’eau
distillée et on mélange fortement jusqu’a 1’obtention d’une émulsion. On laisse reposer
I’émulsion jusqu’a séparation de phase, puis on récupére la phase aqueuse pour la doser par
spectrophotométrie UV-Visible [1, 5, 10].

Les différents spectres UV obtenus sont représentés sur la figure 11.7.
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Fig. 1.7 : Spectre UV des microcapsules de polymeéres (PLA, PCL, PLA/PCL).

D’apres les spectres obtenus, on remarque que les solutions obtenues par dissolution des
microcapsules de polymeéres (PLA, PCL ou PLA/PCL) dans le dichlorométhane et 1’eau distillée

présentent toutes une absorption maximale située a la longueur d’onde 233 nm caractéristique de

la metformine [94].

La quantité du chlorhydrate de metformine encapsulée est déterminée a partir de la

courbe d’étalonnage suivante :

0,9 - y = 0,082x .

Abs

C(mg/l)

Fig. 11.8 : Courbe d’étalonnage du chlorhydrate de metformine dans I’eau distillée.
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11.2.2. Taux du chlorhydrate de metformine encapsulé

Le taux du chlorhydrate de metformine encapsulé est déterminé par la relation suivante

(Formule 1).
_ Q(mg/l)

E (%) : taux d’encapsulation.
Q : quantité en mg/l du chlorhydrate de metformine encapsulé.

Qi : quantité initiale en mg/l du chlorhydrate de metformine.

Les résultats de la microencapsulation sont donnés en fonction de la concentration et du

type de polymere (PLA, PCL) ainsi qu’en fonction du pH de la phase aqueuse.
11.2.2.1. Taux du chlorhydrate de metformine encapsulé dans des microcapsules de PLA
1) Effet du pH sur le taux du chlorhydrate de metformine encapsulé
Les résultats regroupés dans le tableau suivant sont obtenus avec une concentration fixe
du PLA (10 g¢/l) dans la phase organique et a une température d’émulsion de 4° C en faisant

variant le pH de la phase aqueuse de 2 a 8.

Tableau 11.6 : Taux d’encapsulation du chlorhydrate de metformine obtenus avec différents pH

de la phase aqueuse.

pH 2 5 6.46 8
E (%) 83,16 73,82 40,31 36,65

Les resultats obtenus montrent une augmentation de taux d’encapsulation du chlorhydrate

de metformine avec 1’augmentation de I’acidité de la phase aqueuse.

La figure suivante illustre I’effet du pH sur le taux d’encapsulation.
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100 -
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20 -

Fig. 1.9 : Taux d’encapsulation du chlorhydrate de metformine en fonction du pH de la

phase aqueuse.

D’apres ces résultats, il apparait que le pH 2 donne le taux d’encapsulation le plus élevé
(83.16%). Mais I’analyse par le MEB montre que les microcapsules obtenues avec ce pH sont

détériorées.

Les figures suivantes montrent les images obtenues par le MEB pour ce pH

Fig. 11.10 : Micrographie par MEB, au Fig. 11.11 : Micrographie par MEB, au
grossissement 3000 de la formulation grossissement 6000 de la formulation
PLA/ metformine a pH = 2. PLA/ metformine a pH = 2.
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L’observation par MEB de la formulation PLA/ metformine a pH = 2 met en évidence
que le milieu tres acide est néfaste vis-a-vis de I’encapsulation. Ce résultat est en accord avec
I’étude de N. Mimi et al. [1], qui ont mis en évidence, par une étude concernant la préparation
des microcapsules de PLA contenant I’insuline, qu’un pH trés acide (pH = 2,5) de la phase

aqueuse est néfaste vis-a-vis de I’encapsulation.

Selon J. H. Jung et al. [95], le PLA subit une grande dégradation (hydrolyse chimique)
dans un milieu trés acide. En effet, I’hydrolyse chimique de ce polymére dans des conditions
acides se traduit par hydrolyse de la fonction ester en conduisant a la scission des chaines
polymeéres en petites molécules (poids moléculaires plus faibles) qui empéche la formation des

microcapsules. Le mécanisme d’hydrolyse chimique du PLA dans un milieu acide est illustré

%ﬂ%%¥

dans la figure suivante.

(D) intra chain J‘ a0 2ellcreddy l end chain (2)
R{OJH/D\)}DH/ED/ l)\ /kroH RB/H/D)HEI" /Y ﬁOH

Wﬂ, U\Lr Wﬂ*rfm

Aophe e
gt gl B

poly(lactic acid),_ puiy{lal:hc acid),

Fig. 11.12 : Hydrolyse du PLA dans des conditions acides [96].
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2) Effet de la concentration du PLA sur le taux du chlorhydrate de metformine

encapsulé

La quantité du polymere utilisée influe sur le taux d’encapsulation du chlorhydrate de
metformine. Les résultats regroupés dans le tableau suivant sont obtenus avec un pH =5 de la
phase aqueuse (0.2 % SDS, 0.1 % PEG) et une concentration du PLA variant de 5g/l & 20 g/l

dans la phase organique avec 1ml du principe actif (16g/l) a 4°C.

Tableau 11.7 : Taux d’encapsulation du chlorhydrate de metformine obtenus avec différentes
concentrations du PLA dans la phase organique a 4°C, pH = 5 et 1 ml du chlorhydrate de

metformine (16 g/l).

PLA (g/1) 5 75 10 15 20
E (%) 38,20 56,47 73,82 60,20 55,65

La figure suivante donne I’effet de la concentration du PLA sur I’efficacité d’encapsulation

80 -
60 -

40 -

E (%)

20 ~

0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

[PLA] (g/1)

Fig. 11.13 : Taux d’encapsulation du chlorhydrate de metformine en fonction de la concentration

du PLA dans la phase organique.

D’aprés ces résultats, on remarque que le taux d’encapsulation de la metformine
augmente avec 1’augmentation de la concentration du PLA dans la phase organique jusqu’a une
concentration de 10 g/l (E (%)=73.82 %).
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Ghaderi et al. [97] ont trouvé dans leur étude que le taux d’encapsulation du principe
actif augmente avec 1’augmentation de la concentration du polymeére (poly (acide lactique-co-
glycolique)) dans la phase organique. Ce résultat a été egalement confirmé par le travail
d’André-Abrant et al. [80], dans lequel le benzoate d’éthyle a été encapsulé par
I’éthylcellulose. En augmentant la concentration du polymére dans la phase organique, la
viscosité de cette derniere augmente ce qui favorise la formation de microcapsules de grandes

tailles qui peuvent contenir par la suite des quantités plus élevées du principe actif.

Mais au-dela de la concentration de 10 g/l du PLA, le taux d’encapsulation du
chlorhydrate de metformine diminue méme avec une augmentation de la concentration du

polymere (PLA).

Ce résultat est en accord avec les résultats obtenus dans 1’étude de S. Prasertmanakit et
al. [5] qui montrent que le taux d’encapsulation de I’acide folique a été diminué de 80,29 % a

41,83 % avec I’augmentation de la concentration d’éthylcellulose de 2,5 % a 7,5 % (w/v).

En effet, en augmentant la concentration du polymere, la viscosité de la phase organique
augmente [80]. Et I’augmentation dans la viscosité a favorisé la formation de gouttelettes de
polymeére/solvant de grande taille, entrainant la diffusion du principe actif a I’extérieur de ces
gouttelettes et la diminution des taux d’encapsulation est due au durcissement lent de ces grandes

particules [98].

D’aprés tous ces résultats, on peut conclure que la formulation optimisée en utilisant le
PLA comme le polymére de la microencapsulation est celle obtenue avec un pH légérement
acide (pH = 5) et une concentration de 10 g/l du PLA dans la phase organique (E(%) = 73.82%).

3) Microscopie électronique a balayage

Les images MEB des microcapsules de PLA contenant le chlorhydrate de metformine

sont représentées dans les figures 11.14 et 11.15.
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Fig. 11.14 : Micrographie par MEB, au Fig. 11.15 : Micrographie par MEB, au
grossissement 3000 de microcapsules de grossissement 6000 de microcapsules de
PLA contenant le chlorhydrate de PLA contenant le chlorhydrate de
metformine. metformine.

L’examen des micrographies par MEB des microcapsules de PLA contenant le
chlorhydrate de metformine (figure 11.14 et 11.15) montre des microcapsules agrégées de forme

sphérique et de tailles variables.

Par une estimation et dénombrement visuels [1], le diamétre moyen de ces

microparticules est compris entre 1 et 7 um.

Dans le but de confirmer la présence du chlorhydrate de metformine dans ces

microcapsules, la microanalyse a été réalisée pour déterminer leur composition chimique.
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Tableau 11.8 : Composition chimique (en masse) des microcapsules de PLA contenant le

chlorhydrate de metformine.

Elément W % PLA+Metformine
Carbone (C) 75,52
Azote (N) 07,68
Oxygene (0) 16,27
Sodium (Na) 00,17
Soufre (S) 00,25
Chlore (CI) 00,12
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Fig. 11.16 : La microanalyse des microcapsules

de PLA contenant la metformine.

D’aprés la microanalyse, on remarque que les microcapsules analysées sont constituées
essentiellement de carbone (C), qui est 1’élément prédominant dans la composition chimique du
PLA et méme dans la metformine. Ces microcapsules contiennent également 07,68 % en masse
de I’azote (N) ce qui confirme la présence de la metformine dans les microcapsules qui est la
seule source de cet élement dans la formulation. Cependant on remarque quelques traces de

soufre et de sodium attribués au SDS, le tensioactif utilisé pour réaliser cette microencapsulation.
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11.2.2.2. Taux du chlorhydrate de metformine encapsulé dans des microcapsules de PCL
1) Effet du pH sur le taux du chlorhydrate de metformine encapsulé
En fixant la concentration de PCL dans la phase organique (10 g/l) et en faisant varier le
pH de la phase aqueuse (0,2 % SDS, 0,1 % PEG) de 2 & 8 a une température de 4°C, les résultats

obtenus sont regroupés dans le tableau suivant.

Tableau 11.9 : Taux d’encapsulation de chlorhydrate de metformine obtenus avec différents pH

de la phase aqueuse.

pH 2 5 6.46 8
E (%) 7117 62,12 37,57 2530

L’effet du pH de la phase aqueuse sur le taux d’encapsulation de la metformine est

illustré dans la figure suivante.

80 -~
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Fig. 11.17 : Taux d’encapsulation du chlorhydrate de metformine en fonction du pH de la

phase aqueuse.

D’aprés ces résultats, on constate que le taux d’encapsulation du chlorhydrate de
metformine dans des microcapsules de PCL augmente avec 1’acidité de la phase aqueuse et le

taux maximum d’encapsulation a été obtenu avec le pH le plus acide (pH = 2).
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Les figures 11.18 et 11.19 qui suivent montrent les images obtenues par le microscope

électronique a balayage de la formulation PCL/Metformine a pH = 2.

Fig. 11.18 : Micrographie par MEB, au Fig. 11.19 : Micrographie par MEB, au
grossissement 3000 de la formulation grossissement 6000 la formulation
PCL/metformine a pH=2. PCL/metformine a pH=2.

L’observation par le MEB de la formulation PCL/metformine a pH = 2 a également mis

en évidence qu’un milieu tres acide (pH=2) est néfaste vis-a-vis de 1’encapsulation [1].

Le PLA et la PCL se dégradent dans un milieu tres acide par la scission des chaines
polymeres en petites molécules ce qui empéche par la suite la formation des microcapsules [95].
Cependant, d’aprés les micrographies (figure 11.18 et 11.19), on remarque la formation de
quelques microcapsules de PCL et en comparant les micrographies obtenues dans ce cas (PCL)
et dans le cas du PLA, on peut constater que la taille des molécules de PCL formes est un peu
plus élevée par rapport a celle des molécules obtenues dans le cas du PLA apres I’hydrolyse dans
le milieu acide (pH = 2). En effet, selon A-C. Albertsson et al. [99] et Y. Doi et al. [100], la
participation de I’hydrolyse chimique a la dépolymérisation des longues chaines semble étre plus

réduite dans le cas de PCL qui est un polymere plus hydrophobe.
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2) Effet de la concentration de PCL sur le taux du chlorhydrate de metformine

encapsulé

Pour étudier I’influence de la concentration du PCL sur le taux d’encapsulation du
chlorhydrate de metformine, nous fixons le pH de la phase aqueuse (0.2 % SDS, 0.1 % PEG) a
pH =5 et nous faisons varier la concentration de PCL de 5g/I a 20 g/l dans la phase organique.
La variation du taux d’encapsulation de la metformine en fonction de la concentration en PCL de

la phase organique est donnée dans le tableau 111.10.

Tableau 11.10 : Taux d’encapsulation du chlorhydrate de metformine obtenus avec différentes
concentrations de PCL dans la phase organique et 1 ml du chlorhydrate de metformine (16 g/l),
pH=5;T= 4°C.

PCL (g/1) 5 75 10 15 20
E (%) 33,18 51,15 62,12 42,07 36,10

La figure suivante illustre I’influence de la concentration de PCL dans la phase organique

sur D’efficacité d’encapsulation de la metformine.
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Fig. 11.20 : Taux d’encapsulation du chlorhydrate de metformine en fonction de la concentration

de PCL dans la phase organique.

La concentration en PCL de la phase organique influe sur le taux d’encapsulation du
chlorhydrate de metformine. En effet, en augmentant la concentration de PCL de 5 g/l a 10 g/I,
’efficacité d’encapsulation augmente de 33,18 % a 62,12 %. De méme, dans I’¢tude de C. Y.
Yang et al. [79], la concentration la plus élevée du polymere (éthylcellulose) a donné le taux
d’encapsulation le plus élevé du principe actif.

40



CAHPITRE I Synthése et caractérisation des microcapsules du chlorhydrate de metformine

Mais, en augmentant la concentration de PCL au-dela de 10 g/, le taux d’encapsulation
de la metformine diminue. En général, la viscosité d’une solution d’un polymére est liée
directement a sa concentration [101] et par conséquence, a des concentrations trés élevées du
polymere, il y a une augmentation significative dans la viscosité de la solution [102] et comme
résultat, il se produit une grande hydrophobie qui force la metformine (hydrophile) a se diffuser
vers la phase aqueuse ce qui explique les faibles taux d’encapsulation de la metformine obtenus

avec des concentrations élevées de PCL.

Aprés tous ces résultats, nous pouvons constater que la formulation optimisée obtenue
avec I’utilisation de PCL pour la microencapsulation du chlorhydrate de metformine est celle
obtenue avec une concentration de 10 g/l en PCL de la phase organique et un pH légérement

acide de la phase aqueuse, pH = 5. Le taux maximum d’encapsulation trouvé est de 62.12 %.
3) Microscopie électronique a balayage
La morphologie des microcapsules de PCL contenant le chlorhydrate de metformine est

observée grace a des analyses MEB. Les deux figures ci-dessous présentent les exemples

d’images que nous avons obtenues.

Y

— 10 pm ——

Quanta

Fig. 11.21 : Micrographie par MEB, au Fig. 11.22 : Micrographie par MEB, au
grossissement 3000 de microcapsules de grossissement 6000 de microcapsules de
PCL contenant la metformine. PCL contenant la metformine.
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Les micrographies par MEB (figure 11.21 et 11.22), permettent de visualiser des
microcapsules de PCL chargées en metformine de forme sphérique, de surface lisse et de tailles
variables. De plus, aucun cristal du metformine n’a été observé sur la surface de ces

microcapsules.

Par une estimation et déenombrement visuels [1], le diametre moyen de ces microcapsules

est compris entre 2 et 10 pm.

La microanalyse des microcapsules de PCL contenant la metformine donne la

composition élémentaire suivante.

Tableau 11.11 : Composition chimique (en masse) des microcapsules de PCL contenant la

metformine.
Elément Pourcentage massique de
PCL+Metformine
Carbone (C) 75,21
Azote (N) 07,23
Oxygeéne (O) 15,22
Sodium (Na) 00,21
Soufre (S) 01,77
Chlore (CI) 00,36
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Fig. 11.23 : La microanalyse des microcapsules

de PCL contenant la metformine.

La microanalyse des microcapsules de PCL contenant la metformine indique la
présence d’une grande fraction de carbone attribué au polymeére et méme au principe actif, et de
7,23 % en masse de 1’azote (N) ce qui confirme la présence de la metformine dans les
microcapsules qui est la seule source de cet élément dans la formulation. Une faible fraction de S
et une fraction négligeable de Na attribuées au SDS sont enregistrées.

11.2.2.3. Taux du chlorhydrate de metformine encapsulé dans des microcapsules de
PLA/PCL

Une autre formulation a été réalisée pour préparer des microcapsules contenant le
chlorhydrate de metformine en utilisant un mélange (50/50) des deux polymeéres, le PLA et la
PCL. Les microcapsules sont obtenues en exploitant les conditions opératoires optimales
trouvées dans le cas d’utilisation du PLA et de PCL seuls qui sont un pH Iégerement acide de la
phase aqueuse (0.2 % SDS, 0.1 % PEG), pH= 5, a 4°C et une concentration de 10 g/l en
polymeres de la phase organique (50 mg de PCL + 50 mg du PLA dissoutes dans 10 ml de

dichlorométhane).

Les résultats obtenus a partir de cette formulation montrent que 68.14 % du

chlorhydrate de metformine a été encapsulé a pH = 5.
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Les micrographies par MEB des microcapsules obtenues avec 100 mg de PLA/PCL

(50/50) contenant le chlorhydrate de metformine sont représentées dans les figures suivantes.

mag | det | spot 10 pm
6000x|LFD| 4.0 Quanta

Fig. 11.24 : Micrographie par MEB, au Fig. 11.25 : Micrographie par MEB, au
grossissement 3000 de microcapsules de grossissement 6000 de microcapsules de
PLA/PCL (50/50) contenant la metformine. PLA/PCL (50/50) contenant la metformine.

L’analyse par MEB des microparticules de PLA/PCL (50/50) contenant le chlorhydrate
de metformine montre des microcapsules de formes sphériques et de tailles variables. Le
diamétre moyen est compris entre 0,65 et 8 um, par une estimation et dénombrement visuel [1].

Pour estimer la composition élémentaire de ces microcapsules, la microanalyse a été

réalisée par le MEB. Les résultats de cette analyse sont regroupés dans le tableau suivant.
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Tableau 11.12 : Composition chimique (en masse) des microcapsules de (PLA/PCL) contenant

la metformine.

Elément Pourcentage massique de
(PLA/PCL) + Metformine
Carbone (C) 80,11
Azote (N) 06,67
Oxygeéne (O) 10,69
Soufre (S) 01,98
Chlore (CI) 00,55
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Fig. 11.26 : La microanalyse des microcapsules

de PCL contenant la metformine.

D’aprés la microanalyse, on remarque que les microcapsules de (PLA/PCL) sont
constituées essentiellement de carbone, qui est 1’élément prédominant dans la composition
chimique des polymeéres (PLA et PCL) et du chlorhydrate de metformine. Ces microcapsules
contiennent également 06,67 % en masse de 1’azote et 00,55 % en masse du chlore ce qui
confirme la présence de la metformine dans les microcapsules qui est la seule source de ces
éléments dans la formulation et des traces faibles de soufre attribué au SDS, le tensioactif utilisé

pour réaliser cette microencapsulation.
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En récapitulant, les formulations qui aboutissent a la formation des microcapsules de
polymére contenant le chlorhydrate de metformine avec un taux maximum d’encapsulation sont

regroupées dans le tableau suivant.

Tableau 11.13 : Taux d’encapsulation de chlorhydrate de metformine E (%) et le diamétre
moyen des microcapsules obtenues avec différents polyméres et 1 ml de metformine (16 g/l), pH
=5;T=4°C;SDSa0.2% etPEGa0.1%.

Formulation Polymere (10 g/l) E (%) Diametre moyen
F1 PLA 73,82 1pm -7 um
F2 PCL 62,12 2 um - 10 ym
F3 PLA/PCL (50/50) 68,14 0,65 pm - 8 um

D’apres ces résultats, on peut conclure que le taux d’encapsulation de la metformine
dépend de la nature du polymeére. En effet, le taux d’encapsulation obtenu avec le mélange des
deux polymeéres PCL et PLA (50/50) (68,14 %) est légerement supérieur a celui obtenue avec la
PCL (62,12 %), alors que le taux d’encapsulation obtenu avec le PLA est plus important au

méme pH (73,82 %). Des résultats similaires ont été obtenus dans I’¢tude de B. Nath et al. [11].

Les dimensions des microcapsules obtenues dans les trois formulations optimisées F1
(PLA), F2 (PCL) et F3 (PLA/PCL) répandent toutes a la norme européenne des dimensions des
microcapsules utilisées comme vehicule du principe actif de médicaments destines a
I’administration par voie orale qui sont selon les travaux de Fréere et Danicher [103] comprises

entre 1 et 10 um.
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11.2.3. Analyse FTIR

Dans le but d’étudier les interactions susceptibles d’étre établies entre la metformine et
les polymeres (PLA, PCL) pendant la microencapsulation, les spectres IR des polymeres et de la
metformine seuls sont comparés a ceux des microcapsules obtenues pour les trois formulations
optimisées (F1(PLA), F2 (PCL) et F3 (PLA/PCL)).

11.2.3.1. Spectre IR de la metformine
L’analyse par spectrophotométric IRTF nous permet de déterminer les groupements

fonctionnels du chlorhydrate de metformine, attribués aux bandes les plus importantes, qui sont

situées entre 500 cm™ et 4000 cm™. Le spectre IRTF est représenté sur la figure 11.28.
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Fig. 11.27 : Spectre IRTF du chlorhydrate de metformine.

Vibration de N-H : la vibration de valence de la liaison N-H du groupement C=N-H se
produit & 3100-3400 cm™ [104]. Dans le spectre IRTF de la metformine, les bandes observées a
3373,49 et 3304,06-3172,90 cm™ sont caractéristiques de la vibration de valence asymétrique et
symétrique de N-H, respectivement. D’autre part, le chlorhydrate de metformine présente des

bandes d’absorption moyennes & 1530-1590 cm™ dues & la vibration de déformation de —NH,
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dans le plan [105]. Dans le spectre IRTF de la metformine, la bande caractéristique de la

vibration de déformation de —NH, dans le plan est située & 1570,05 cm™.

Vibrations de C=N et C-N : la forte absorption des guanidines & 1580-1685 cm™ est due
au mode de vibration de valence de C=N [106]. La metformine est un biguanide, elle présente
une forte bande d’absorption a 1627,90 cm™ attribuée & la vibration de valence de C=N. Par
contre, les vibrations de valence des liaisons C-N des groupements amines aliphatiques sont
généralement faibles et se produisent & 1020-1220 cm™ [107]. Dans le spectre IRTF de la
metformine, les bandes existant & 1062,77 et 1180,43 cm™ sont attribuées donc au mode de
vibration de valence de C-N. D’autre part, les bandes situées entre 400 et 600 cm™ sont dues aux
vibrations de déformation de C-N-C [106]. D’ou, la bande située & 555,49 cm™ observée dans le

spectre IRTF de la metformine est caractéristique de la vibration de déformation de C-N-C.

Vibrations de C-H : pour les composés aliphatiques, la vibration de valence asymétrique
du groupement méthyle se produit & 2950-2975 cm™ et la vibration de valence symétrique du
méme groupement absorbe & 2865-2885 cm™. La présence d’un groupement adjacent change la
position de vibration de valence symétrique de CHj; tandis que la bande asymétrique est peu
sensible [107]. Dans la metformine, la présence de 1’azote prés du groupement méthyle réduit la
fréquence de valence de CH3 & 2815-2835 cm™[107]. Dans le spectre IRTF de la metformine, les
bandes d’absorption a 2980,02 et 2819,93 cm’ sont attribuées au mode de vibration de valence
asymeétrique et symétrique de C-H du groupement méthyle, respectivement. D’autre part, le
groupement méthyle présente deux bandes de déformation, une déformation asymétrique située
entre 1445 et 1475 cm™ et une déformation symétrique & 1370-1390 cm™[105]. La bande
d’intensité moyenne observée a 1471,68 cm™ dans le spectre IRTF de la metformine est due au

mode de vibration de déformation asymétrique de CHs.

Les principales bandes caractéristiques de la metformine sont regroupées dans le tableau

suivant.
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Tableau 11.14 : Principales bandes caractéristiques du chlorhydrate de metformine.

Fréquences cm™ Attribution Fréquences cm™ Attribution
555,49 6 C-N-C 1570,05 6 -N-H
642,29 v C-Cl des chlorures 1627,90 v C=N

d’alkyles
732,95-798,53 o C-H des CH3 2819,93 v s C-H de CH3
1062,77-1180,43 v C-N 2980,02 v as C-H de CH3
1471,68 0 as CHs 3172,90 - 3304,06 v s N-H
1558,48 4 —N-H 3373,94 v as N-H

d = vibration de déformation; s = symétrique ; as = asymeétrique ; v = vibration de valence
11.2.3.2. Spectre IR du PLA
Le poly (acide lactique) est un polyester aliphatique constitué essentiellement d’unités o-

hydroxy-acide. Le spectre IR du PLA montre 1’existence de plusieurs groupements fonctionnels

qui se regroupent majoritairement entre 500-2000 cm™.

O CH

[
+C—CH—oj-L
n

Fig. 11.28 : Formule chimique semi-développée du PLA.

Le spectre IRTF du PLA est représenté dans la figure 11.29.
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Fig. 11.29 : Spectre IRTF du PLA.

Sur le spectre IRTF du PLA, la bande la plus caractéristique est située a 1759,08 cm™.
Selon Nuo Wang et al. [108], cette bande est attribuée au mode de vibration de valence des
groupements carbonyle C=0 de la fonction ester. Ce résultat est également observé par S. H.
Gorden et al. [109]. Du fait de sa polarité et sa grande concentration, la fonction carbonyle se
présente au niveau du spectre sous une bande étroite et d’une intensité trés élevée. Les résultats
d’analyse du spectre IR du PLA obtenus sont similaires a ceux réalisés par Nugraha Edhi
Suyatma [110]. L’ensemble des bandes d’absorption ainsi que leurs modes de vibration figurent
dans le tableau 11.15.

Tableau 11.15 : Principales bandes caractéristiques du PLA.

Fréquences cm™ Attribution Fréquences cm™ Attribution
754,16 o C-H 1452,39 o as CHj
867,96 v C-COO Faible 1759,08 v C=0 Forte
1093,63 v C-O-C (d’ester) 2945,30 vs CH
1192,00 v C-O-C (d’ester) 2995,45 v as CH
1371,38 o s CHz

& = vibration de déformation; s = symétrique ; as = asymétrique ; v = vibration de valence.
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11.2.3.3. Spectre IR de PCL

La poly (e-caprolactone) est un polyester aliphatique. L’analyse IRTF permet d’identifier
les groupements fonctionnels de PCL, attribués aux bandes les plus importantes, qui sont situées
entre 500 cm-1 et 4000 cm-1.

_,
O=0

{CHs}=0 ]n

Fig. 11.30 : Formule chimique semi-développée de PCL.

Le spectre IRTF est représenté sur la figure 11.31.
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Fig. 11.31 : Spectre IRTF de PCL.
D’apres le spectre IRTF de PCL, la bande d’absorption la plus caractéristique est situee a

1730,14 cm™. Cette bande correspond au mode de vibration de valence v C=O du groupement

carbonyle de la fonction ester [108].
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Selon D. F. Varnell et al. [111], les bandes d’absorption a 1465,90 ; 1418,38 ; 1367,90 ;
1242,15 et 1180,43 cm™ sont attribuées au mode de vibration de valence de C-O-C. Par contre le
pic présent & 1294,85 cm™ est caractéristique de la vibration de valence de C-C et C-O seulement

du PCL semi-cristalline.

Dans le méme spectre, les bandes d’absorption observées a 2866,14 et 2943,37 cm™ sont
attribuées au mode de vibration de valence de CH,[112].

L’ensemble des bandes d’absorption ainsi que leurs modes de vibration sont résumés

dans le tableau 11.16.

Tableau 11.16 : Principales bandes caractéristiques de PCL.

Fréquences cm™ Attribution
731,02 5 CH;
1049,27 vC-C
1465,90 ; 1418,38 ; 1367,90 ; 1242,15 et v C-O-C
1180,43
1294,85 vC-CetvC-O
1730,14 v C=0
2866,14-2943,37 v CH,

d = vibration de déformation; s = symétrique ; as = asymetrique ; v = vibration de valence

11.2.3.4. Caractérisation des microcapsules par ’analyse IRTF

Dans le but de confirmer la présence de la metformine dans les microcapsules obtenues a
partir les formulations F1 (PLA), F2 (PCL) et F3 (PLA/PCL) et d’étudier les liaisons et les
interactions susceptibles d’étre établies entre le polymere (PLA, PCL ou le mélange des deux
polyméres (50/50)) et le chlorhydrate de metformine, I’analyse IRTF a été realisée sur des

échantillons de microcapsules dans des pastilles de KBr.
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e Spectre IRTF de F1 (PLA)

Le spectre IRTF de F1 (PLA), c’est-a-dire celui des microcapsules du PLA contenant le

chlorhydrate de metformine, est représenté sur la figure suivante.
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Fig. 11.32 : Spectre IRTF des microcapsules de PLA contenant le chlorhydrate de metformine.

Sur le spectre IRTF des microcapsules de PLA contenant le chlorhydrate de metformine,
on remarque I’apparition des bandes d’absorption supplémentaires caractéristiques des
groupements amine et imine correspondant a la metformine. Les bandes d’absorption observées
4 1562,34 et 1587,41 cm™ sont attribués au mode de vibration de déformation dans le plan du N-
H [106]. La bande d’absorption située a 1627,92 cm™ est caractéristique de la vibration de
déformation de C=N [105].
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Fig. 11.33 : Spectre IR des microcapsules de PLA contenant la metformine entre 1000 et
2000 cm™,
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Les bandes supplémentaires observées dans le spectre IRTF des microcapsules de PLA
contenant la metformine a 3176,75 cm™ - 3329,13 cm™ et 3371,57 cm™ sont relatives a
I’élongation symétrique et asymétrique du N-H, respectivement [104]. L’apparition de toutes ces
bandes d’absorption supplémentaires confirme la présence de la metformine dans les

microcapsules.
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Fig. 11.34 : Spectre IR des microcapsules de PLA contenant la metformine entre 4000 et
2000 cm™.
En examinant preés ces spectres dans la région des carbonyles du PLA, la bande observée
41759 cm™ se trouve décalée vers les basses fréquences a 1757 cm™. Ceci est du probablement &
I’établissement des liaisons hydrogenes entre les groupements carbonyles de la fonction ester du

PLA et I’hydrogene de la fonction amine ou imine de la metformine.
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Fig. 11.35 : Spectre IR des microcapsules de PLA contenant la metformine dans la région des

carbonyles.
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e Spectre IRTF de F2 (PCL)

Le spectre IRTF des microcapsules de PCL contenant le CM est représenté sur la figure

suivante.
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Fig. 11.36 : Spectre IRTF des microcapsules de PCL contenant le chlorhydrate de metformine.

D’aprés le spectre IRTF des microcapsules de PCL contenant le chlorhydrate de
metformine, on remarque 1’apparition des bandes d’absorption supplémentaires. Pour mieux les
identifier, nous subdivisons le spectre en deux régions, des enregistrements entre 1000 et

2000 cm™ et des enregistrements entre 2000 et 4000 cm™.
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Fig. 11.37 : Spectre IR des microcapsules de PCL contenant la metformine entre 2000 et
1000 cm™.
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D’apreés le spectre IRTF représenté sur la fig. 11.37, les bandes d’absorption observées a
1566,19 et 1581,62 cm™ sont attribués au mode de vibration de déformation dans le plan du N-H
[106]. La bande d’absorption située a 1631,77 cm™ est caractéristique de la vibration de

déformation de C=N [105].
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Fig. 11.38: Spectre IR des microcapsules de PCL contenant la metformine entre 2000 et
4000 cm™.

Entre 2000 et 4000 cm™, les bandes d’absorption supplémentaires observées a 3138,18
cm™ - 3331,06 cm™ et 3369,64 cm™ sont relatives & I’élongation symétrique et asymétrique du
N-H, respectivement [104]. L’apparition de toutes ces bandes d’absorption supplémentaires qui
correspond aux groupements amine et imine du chlorhydrate de metformine confirme la
présence de ce dernier dans les microcapsules de PCL. Dans la région des carbonyles, la bande
observée & 1730 cm™ dans le spectre de PCL a changé sa position vers la région des nombres
d’ondes inférieures dans le spectre des microcapsules. Ce résultat indique 1’établissement des
liaisons hydrogénes entre les groupements carbonyles de la fonction ester du PLA et I’hydrogéne

de la fonction amine ou imine de la metformine.
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Fig. 11.39 : Spectre IR des microcapsules de PCL contenant la metformine dans la région

des carbonyles
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e Spectre IRTF de F3 (PLA/PCL)

Le spectre IRTF des microcapsules préparées avec le mélange (50/50) des deux polymeres,

PLA et PCL, est représenté sur la figure suivante.
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Fig. 11.40 : Spectre IRTF des microcapsules de PLA/PCL contenant le chlorhydrate de
metformine.

Le spectre IRTF obtenu pour la formulation F3 (PLA/PCL) montre I’apparition des
bandes d’absorption supplémentaires observées dans les deux régions 1000 — 2000 cm™ et 2000
— 4000 cm™.
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Fig. 11.41 : Spectre IRTF des microcapsules de PLA/PCL contenant le chlorhydrate de

metformine entre 1000 et 2000 cm™.

Entre 1000 et 2000 cm™, les bandes d’absorption supplémentaires observées a 1562,34 et
1587,41 cm™ sont attribués au mode de vibration de déformation dans le plan du N-H [106]. La
bande d’absorption supplémentaire observée & 1627,92 cm™ est attribuée & la vibration de
déformation de C=N [105].

Absorbances

0,0 . . . . . . . .
4000 3500 3000 2500 2000

Nombres d'onde (cm™)

Fig. 11.42 : Spectre IRTF des microcapsules de PLA/PCL contenant le chlorhydrate de

metformine entre 2000 et 4000 cm™.
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Par contre dans la région 2000-4000 cm™, les bandes d’absorption supplémentaires
observées a 3174,83 cm™ - 3331,06 cm™ et 3371,57 cm™ sont attribués & la vibration de valence
symétrique et asymétrique du N-H, respectivement [104].

Toutes les bandes d’absorption supplémentaires observées sur le spectre IRTF de la

formulation F3 (PLA/PCL) témoignent la présence de la metformine dans les microcapsules.

De plus, d’aprés le spectre des microcapsules de PLA/PCL contenant le chlorhydrate de
metformine, on peut constater que les microcapsules de PLA/PCL contenant la metformine sont
formées seulement par une interaction physique entre le PLA et la PCL. Ce résultat a été
également confirmé par T. Kemala et al. [113].

D’apres les résultats de 1’analyse IRTF nous pouvons constater que les spectres IRTF des
microcapsules de polymere (PLA, PCL ou PLA/PCL) contenant le chlorhydrate de metformine
n’ont montré aucune interaction chimique entre le polymeére et la metformine et la disparition de
quelques bandes d’absorption de la metformine dans les spectres IRTF de ces microcapsules

confirme son encapsulation dans le polymere [114].

CONCLUSION

Dans ce chapitre, nous avons décrit la préparation des microcapsules de polymeres (PLA,
PCL et PLA/PCL) contenant le chlorhydrate de metformine par la technique d’évaporation de
solvant en utilisant le dichlorométhane comme solvant. Nous avons fait varier la nature du
polymere et sa concentration dans la phase organique ainsi que le pH de la phase continue afin

de déterminer les conditions optimales de formulations viables.

Dans un premier temps, nous avons optimisé les conditions de préparation des
microcapsules de PLA contenant la metformine. Nous avons ainsi fixé la concentration du PLA
dans la phase organique a 10 g/l et le pH de la phase aqueuse a pH = 5. Ces conditions nous ont
permis d’obtenir des microcapsules de forme sphérique et de diamétre moyen compris entre 1 et

7 um avec un taux d’encapsulation de la metformine de 73,82 %.
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Dans un deuxieme temps, un autre polymeére a été utilisé pour la microencapsulation de la
metformine qui est la PCL. Comme pour le premier cas avec I’utilisation du PLA, nous avons
constaté que le taux d’encapsulation de la metformine dépend de la concentration en polymere
de la phase organique et du pH de la phase aqueuse. Le meilleur résultat est obtenu avec un PH
Iégérement acide et une concentration de 10 g/l du PCL dans la phase organique pour lesquels
62,12 % de la metformine a été encapsulé a pH = 5. Les images MEB confirment la présence de
microcapsules de forme sphérique et de diametres compris entre 2 et 10 um.

Une autre formulation a été réalisée par un mélange des deux polymeéres (PLA, PCL) en
exploitant les conditions opératoires trouvées dans le cas d’utilisation de ces deux polymeéres
seuls. Dans ce cas des microcapsules de forme sphérique et de tailles variables (0,65 — 8 um) ont

été obtenues avec 68,14 % du chlorhydrate de metformine encapsulé.

L’analyse IRTF confirme la présence de la metformine dans les microcapsules des trois
formulations optimisées par 1’apparition de bandes d’absorption supplémentaires caractéristiques
des groupements amine et imine de la metformine et cette analyse met également en évidence

I’absence d’interaction chimique entre le polymere (PLA, PCL ou PLA/PCL) et le principe actif.
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CHAPITRE IlI Cinétique de libération du chlorhydrate de metformine

Le but de ce chapitre est d’étudier la cinétique de libération in vitro de la metformine
contenue dans les microcapsules de polymeres (PLA, PCL, PLA/PCL) dans des milieux
biologiques simulés. Pour cela dans un premier temps, nous allons procéder a la préparation
des milieux physiologiques tels que le milieu gastrique (pH = 1,2) et le milieu intestinal (pH =
6,8) et la détermination des courbes d’étalonnage du chlorhydrate de metformine dans ces
deux milieux afin de déterminer la quantité du principe actif libérée. Dans un deuxiéme
temps, nous allons réaliser 1’essai de dissolution afin de suivre la vitesse de libération de la
metformine a travers les deux compartiments physiologiques et d’étudier I’influence du pH et
de la nature du polymeére sur le relargage du principe actif contenu dans les microcapsules
obtenues.

I11.1. MATERIAUX ET METHODES

Dans cette premiére partie, nous allons présenter le matériel et la méthode utilisée
pour réaliser le test de dissolution du chlorhydrate de metformine dans les milieux

physiologiques.

111.1.1. Matériaux

e Microcapsules de polymeéres contenant la metformine
Les microcapsules utilisées pour tester la libération in vitro dU chlorhydrate de

metformine sont celles obtenues dans les formulations F1 (PLA), F2 (PCL) et la formulation
F3 (PLA/PCL) (tableau 11.13).

e Dihydrogénophosphate de potassium (KH,PO,)

Le dihydrogénophosphate de potassium utilisé dans ce travail pour préparer les

milieux physiologiques est fourni par Panreac QUIMICA SA (Espagne).
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e Hydroxyde de sodium NaOH : L’hydroxyde de sodium (99 %) utilisé dans cette

étude est fourni par Prolabo (France).

e Acide chlorhydrique HCI : L’acide chlorhydrique (35-37 %) utilisé dans cette étude

est fourni par Biochem Chemopharma (France).

111.1.2. Méthodes

Pour réaliser ’essai de dissolution, les procédures expérimentales utilisées sont les

suivantes.

111.1.2.1. Préparation des milieux physiologiques

Dans une fiole de 1000 ml contenant de ’eau distillée, on fait dissoudre 0,68 g de
dihydrogénophosphate de potassium (KH,PO,). Le pH de la solution obtenue est ajusté avec
une solution d’acide chlorhydrique HCI (0,1 N) et une solution d’hydroxyde de sodium NaOH
(0,IN) jusqu’a I’obtention du pH désiré.

Deux milieux de libération sont étudiés : une solution tampon phosphate a pH 6,8 et
une solution acide a pH 1,2. Ces deux milieux sont préconisés pour I'étude des formes a

libération modifiée, simulent respectivement le milieu intestinal et le milieu gastrique.

111.1.2.2. Courbes d’étalonnage de la metformine dans les deux milieux physiologiques

Les courbes d’étalonnage ont été obtenues en préparant différentes solutions du
chlorhydrate de metformine de différentes concentrations dans les deux milieux
physiologiques et en mesurant a chaque fois 1’absorbance a une longueur d’onde de 233 nm a

’aide d’un spectrophotométre UV-Visible de marque SpectroScan50.
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1VV.1.2.3. Essai de dissolution

L'essai de dissolution a pour but de déterminer la plus ou moins grande aptitude des
formes solides a laisser passer en solution dans un milieu déterminé le ou les principes actifs

qu'elles contiennent.

e Protocole expérimental

L’essai de dissolution est réalisé dans un godet de 900 ml qui est rempli du milieu
physiologique. Pendant cet essai, la température est réglée a 37 + 0,5°C et I’agitation a 100
tr/min. La libération du chlorhydrate de metformine contenu dans les microcapsules F1
(PLA), F2 (PCL) et F3 (PLA/PCL) est étudiée dans le milieu gastrique (pH = 1,2) et le milieu
intestinal (pH = 6,8) pendant 7 heures. Une quantité exacte de microcapsules (équivalente de
20 mg du chlorhydrate de metformine) est comprimée a 1’aide d’une presse hydraulique. La
compression directe est exécutée a 3 t cm™ pendant 5 min [10]. Une fois la température atteint
37°C, le comprimé obtenu est placé dans le milieu de dissolution en déclenchant
immédiatement le chronomeétre. Des préléevements d'un volume de 0,5 ml de milieu sont
réalisés aux différents temps aprés immersion du comprimé dans le milieu de dissolution. Le
volume prélevé est dilué et la metformine est dosée par spectrophotométrie UV a 233 nm
[94]. A chaque mesure, le volume prélevé est réintroduit dans le milieu de dissolution. Dans
les mémes conditions, sont réalisées parallelement, les cinétiques de libération de la forme

conventionnelle (Glucophage).
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I11.2. RESULTATS ET DISCUSSIONS

111.2.1. Courbes d’étalonnage de la metformine dans les deux milieux physiologiques

1) Courbe d’étalonnage de la metformine dans le milieu gastrique (pH = 1,2)

La courbe d’étalonnage du chlorhydrate de metformine dans le milieu gastrique est

représentée dans la figure I11.1.
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Fig. I11.1 : Courbe d’étalonnage de la metformine dans le milieu gastrique pH=1,2.

2) Courbe d’étalonnage de la metformine dans le milieu intestinal (pH = 6,8)

Dans le milieu intestinal, la courbe d’étalonnage de la metformine est représentée dans

la figure 111.2.
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Fig. 111.2 : Courbe d’étalonnage de la metformine dans le milieu intestinal pH=6.8.

111.2.2. Etude de la libération in vitro de la metformine en fonction du pH de milieu de

dissolution
La libération in vitro de la metformine a été étudiée dans deux milieux physiologiques,
le milieu gastrique (pH = 1,2) et le milieu intestinal (pH = 6,8) pour les trois formulations

optimisées.

1) Profils de libération in vitro de la metformine contenue dans les microcapsules de
PLA

Les profils de libération in vitro du chlorhydrate de metformine pour la formulation F1

(PLA) dans les deux milieux physiologiques sont rapportés dans la figure 111.3.
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Fig. 111.3 : Profils de libération in vitro de la metformine contenue dans les microcapsules de

PLA dans les deux milieux physiologiques.

Les études de libération in vitro effectuées (figure 111.3) montrent que les
microcapsules de PLA libérent progressivement 81,48 % et 70 % de leur contenu en

metformine au bout de 6 h respectivement dans le milieu intestinal (pH = 6,8) et le milieu

gastrique (pH =1,2).

D’aprés ces résultats nous pouvons constater que la quantité de la metformine libérée
a partir les microcapsules de PLA dans le milieu intestinal est supérieure a celle libérée dans

le milieu gastrique. De plus, dans les deux cas, la libération du principe actif est incomplete

apres 6 heures.

2) Profils de libération in vitro de la metformine contenue dans les microcapsules de

PCL

Les profils de libération de la metformine obtenus pour la formulation F2 (PCL) sont

illustrés dans la figure suivante.
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Fig. 111.4 : Profils de libération in vitro de la metformine contenue dans les microcapsules de

PCL dans les deux milieux physiologiques.

D’apres les profils de libération obtenus (figure 111.4), le taux maximum de libération
de la metformine contenue dans les microcapsules de PCL est de 99,79 % au bout de 6 heures
dans le milieu intestinal. Les mémes microcapsules donnent un taux de libération lIégérement
inférieur (97,40 %) dans le milieu gastrique. De plus, nous pouvons constater d’aprés ces
résultats que les microcapsules de PCL liberent presque la totalité de la metformine

encapsulée au bout de 6 heures.

3) Profils de libération in vitro de la metformine contenue dans les microcapsules de

PLA/PCL
Dans le cas des microcapsules préparées par un mélange (50/50) des deux polymeéres,

PLA et PCL, les profils de libération de la metformine dans les deux milieux physiologiques a

partir ces microcapsules, sont représentés sur la figure I11.5.
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Fig. I11.5 : Profils de libération in vitro de la metformine contenue dans les microcapsules de

PLA/PCL dans les deux milieux physiologiques.

Les profils de libération in vitro du chlorhydrate de metformine pour la formulation F3
(PLA/PCL) montrent que le pH du milieu physiologique influe sur le taux de libération de la
metformine. En effet, un taux de libération supérieur (85,18 %) a été observé dans le milieu
intestinal par rapport au milieu gastrique (73,73 %) a des temps équivalents (6 heures). De

méme, dans ce cas la libération de la metformine est incompléete au bout de 6 heures.

4) Profils de libération in vitro de la metformine a partir de la forme commercialisée

(Glucophage)

Les profils de libération in vitro de la metformine a partir du Glucophage, la forme

commercialisée, sont illustrés sur la figure 111.6.
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Fig. 111.6 : Profils de libération in vitro dans les deux milieux physiologiques de la

metformine a partir le Glucophage.

Les profils de libération présentés dans la figure I11.6 montrent aussi que le pH du
milieu de dissolution a une influence sur le taux de libération de metformine. En effet, le taux
de libération du principe actif est plus élevé dans le milieu intestinal (97,71%) par rapport au
milieu gastrique (87,36%). Cependant le temps nécessaire a ces libérations est beaucoup
moins faible (35 min) par rapport au temps nécessaire pour la libération du principe actif

encapsulé.

La variation du taux de libération du chlorhydrate de metformine en fonction du pH
pour toutes les formulations (F1 (PLA), F2 (PCL), F3 (PLA/PCL) est représentée sur la figure

suivante.

69



CHAPITRE IlI Cinétique de libération du chlorhydrate de metformine

20

‘2 100

0

2

o 80

E 60 EmpH=1,2
..g 40 mpH=6,8
[}

£

o

]

X

F2 (PCL)

F3(PLA/PCL) 1 o1a)

Fig. I11.7 : Variation du taux de libération de la metformine en fonction du pH pour

I’ensemble des formulations aprés 6 heures.

D’aprés ces résultats, il est clairement montré que le taux de libération de la
metformine est plus élevé dans le milieu intestinal (pH = 6,8) comparativement au milieu
gastrique (pH = 1,2), un résultat globalement observé pour toutes les formulations (F1 (PLA),
F2 (PCL), F3 (PLA/PCL)) et méme pour la forme commercialisée de la metformine
(Glucophage).

Ce résultat peut étre expliqgué par la mauvaise solubilité du chlorhydrate de
metformine dans un milieu acide. En effet, la metformine est un solide ionique, lorsqu’il est
placé dans le milieu acide qui est une solution riche en protons (H") I'un des ions qui
composent la metformine, la solubilité de cette derniere se voit partiellement réduite par

I’effet d’ion commun [11].

Des résultats similaires ont été obtenus par B. Nath et al. [11] dans le cas de la
libération de la metformine contenue dans des microcapsules d’acétate de cellulose et
d’Eudragit. De la méme facon, J. D. Ghodake et al. [13] ont également montré que la
libération dans le milieu gastrique (pH = 1,2) de la metformine contenue dans des
microsphéres d’Eudragit est en général faible par rapport a celle obtenue dans le milieu
intestinal (pH = 6,8).
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111.2.3. Etude de la libération in vitro de la metformine en fonction de la nature du

polymeére

Dans le but d’¢tudier I’influence de la nature du polymeére sur la libération de la
metformine, nous avons étudié la libération in vitro de cette derniére a partir les
microcapsules de différents polymeéres (PLA, PCL et PLA/PCL) dans les deux milieux

physiologiques gastrique et intestinal.

1) Profils de libération in vitro de la metformine dans le milieu gastrique pour les
différentes formulations optimisées

La libération in vitro a été étudiée dans le milieu pH 1,2. Les profils de libération obtenus
pour les différentes formulations (F1 (PLA), F2 (PCL) et F3 (PLA/PCL)) sont illustrés dans la

figure 111.8.
120 -~
100
2 g0 —e—F2 (PCL)
3
2 —=—F1 (PLA)
Z 60
O ——F3 (PLA/PCL)
>
© ——Glucophage
S 40
20
0 )
0 100 200 300 400 500
Temps (min)

Fig. 111.8 : Profils de libération in vitro de la metformine pour toutes les formulations dans le

milieu gastrique (pH = 1,2).

Les études de libération in vitro effectuées dans le milieu gastriqgue montrent que la
forme conventionnelle (Glucophage) libére 87,36 % de son contenu en metformine au bout de
35 min. En revanche, la metformine contenue dans les microcapsules de polymere (PLA,

PCL, PLA/PCL) est libérée progressivement dans le temps. Le tableau suivant résume
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I’évolution du taux de libération de la metformine encapsulée en fonction du temps a pH =

1,2.

Tableau I11.1: Taux de libération de la metformine en fonction du temps pour I’ensemble

des formulations a pH = 1,2.

Temps (min) Taux (%)
F1 (PLA) F2 (PCL) F3 (PLA/PCL)
35 17,82 24,20 19,19
60 31,00 34,58 33,37
120 45,45 57,05 51,51
180 56,36 77,80 66,56

Nous avons poursuivi I'expérience jusqu'a t=6 h ol nous avons remarqué un plateau.

Apres 6 h de libération, respectivement 97,40 %, 70 % et 73,73 % de la metformine sont

libérés a partir des microcapsules de PCL, de PLA et de PLA/PCL. Et aprés 7 heures, aucune

libération supplémentaire n'est observée.

% de metformine libéré

120

100

80

60

40 -

20 A

97,40 %

73,73 %

70,00 %

—

F2 (PCL)

F3 (PLA/PCL)

F1 (PLA)

Fig. 111.9 : Variation du taux de libération de la metformine en fonction de la nature

du polymere a pH = 1,2 aprés 6 heures.
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Les vitesses de libération (mg.ml™~.min?) de la metformine contenue dans les
microcapsules de polymere (PLA, PCL, PLA/PCL) dans le milieu gastrique sont calculées
pour la partie linéaire des courbes tracées sur la fig. 111.8. Les valeurs de vitesses obtenues

sont regroupées dans le tableau suivant.

Tableau 111.2 : Vitesses de libération de la metformine contenue dans les microcapsules de
polymere (PLA, PCL, PLA/PCL) apH =1,2.

Formulation Vitesse de libération (mg.ml™.min™)
F1 (PLA) 5.10”
F2 (PCL) 8.10°

F3 (PLA/PCL) 6.10”

D’aprés les résultats du tableau I11.2, la vitesse de libération de la metformine
dans le milieu gastrique est influencée par la nature du polymeére. En effet, la vitesse de
libération de la metformine la plus élevée a été obtenue avec les microcapsules de PCL (8.107
mg.ml™.min™) et la vitesse de libération la plus faible a été obtenue avec les microcapsules de
PLA (5.10° mg.mI™.min™). Par contre, dans le cas des microcapsules de PLA/PCL, la vitesse
de libération de la metformine est de 6.10° mg.ml™*.min™.

2) Profils de libération in vitro de la metformine dans le milieu intestinal pour les

différentes formulations optimisées

Les profils de libération in vitro dans le tampon a pH 6,8 sont présentés sur la figure
111.10.
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Fig. 111.10 : Profils de libération in vitro de la metformine pour toutes les formulations dans

le milieu intestinal (pH = 6,8).

D’apres les résultats obtenus, nous pouvons remarquer que la metformine contenue

dans les microcapsules se libére plus lentement avec un plateau atteint a t = 6 h par rapport a

la metformine libérée du Glucophage (97,71 % au bout de 35 minutes). Le tableau suivant

résume 1’évolution du taux de libération de la metformine encapsulée en fonction du temps a

pH =6,8.

Tableau 111.3 : Taux de libération de la metformine en fonction du temps pour 1’ensemble

des formulations & pH = 6,8.

Temps (min) Taux (%)
F1 (PLA) F2 (PCL) F3 (PLA/PCL)
35 27,86 29,35 29,50
60 34,79 31,30 36,91
120 56,09 60,66 60,30
180 66,85 80,23 70,23
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L’étude de la libération in vitro de la metformine dans le milieu intestinal (pH = 6,8)
montre clairement que les microcapsules de PCL liberent la quantité la plus élevée du
chlorhydrate de metformine par rapport aux microcapsules de PLA et de PLA/PCL. Au bout
de 6 heures, les quantités libérées correspondent a 99,78 %, 81,48 % et 85,15 %
respectivement pour les microcapsules de PCL, de PLA et de PLA/PCL.

99,78 %

120 ~
85,15 % 81,48 %

100 A

40 A

% de metformine libéré

20 -+

—

F2 (PCL) F3 (PLA/PCL) F1 (PLA)

Fig. 111.11 : Variation du taux de libération de la metformine en fonction de la nature

du polymere a pH = 6,8 aprés 6 heures.

Les vitesses de libération (mg.mlI.min?) de la metformine contenue dans les
microcapsules de polymére (PLA, PCL, PLA/PCL) dans le milieu intestinal sont calculées
pour la partie linéaire des courbes tracées sur la fig. 111.10. Les valeurs de vitesses obtenues

sont regroupées dans le tableau suivant.

Tableau 111.4 : Vitesses de libération de la metformine contenue dans les microcapsules de
polymere (PLA, PCL, PLA/PCL) a pH =6,8.

Formulation Vitesse de libération (mg.mI™.min™)
F1 (PLA) 6.10°
F2 (PCL) 9.10”

F3 (PLA/PCL) 8.107
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La vitesse de libération de la metformine dans le milieu intestinal est aussi
influencée par la nature du polymere. En effet, la vitesse de libération de la metformine la
plus élevée a été obtenue avec les microcapsules de PCL (9.10° mg.mI™.min™) et la vitesse de
libération la plus faible a été obtenue avec les microcapsules de PLA (6.10° mg.ml™.min™).
Par contre, dans le cas des microcapsules de PLA/PCL, la vitesse de libération de la

metformine est de 8.10° mg.mI™*.min",

D’apres les résultats de 1’étude de libération in vitro de la metformine, nous pouvons
conclure que la libération du chlorhydrate de metformine dans les deux milieux
physiologiques, intestinal et gastrique, dépend de la nature du polymere. En effet, une
libération presque compléte a été observée dans le cas des microcapsules de PCL et une
libération d’environ73,73 % et 84,15 % respectivement dans le milieu gastrique et intestinal
pour les microcapsules de PLA/PCL. Par contre, la libération la plus faible a été observée
dans le cas des microcapsules de PLA.

Si nous supposons que la libération de la metformine a travers les microcapsules se
fait suite a la dégradation (hydrolyse) des polymeres, nous pouvons constater directement et
méme sans réaliser I’expérience que les microcapsules de PLA vont libérer la quantité la plus
élevée du chlorhydrate de metformine puisque ce dernier s’hydrolyse plus rapidement que la
PCL [115]. Cependant les résultats experimentaux contredisent cette supposition puisque les
taux de libération de la metformine les plus élevés ont été obtenus avec les microcapsules de
PCL, alors que les taux de libération obtenus avec les microcapsules de PLA sont plus au
moins faibles a des temps équivalents. De plus, une étude récente réalisee par G. Z.
Papageorgiou et al. [116] a mis en évidence que 1’hydrolyse de tous les polyesters est plus
faible en absence d’enzyme. D’autre part, une autre étude a été effectuée par Lei Xiong et al.
[117] sur la dégradation hydrolytique de PLA (PDLLA) et I’'un de ses copolyméres (PLA-
PVP-PLA), en tampon phosphate de pH 7,4 a 37 °C. Les résultats de cette étude ont montre
qu’apres trois semaines d’incubation, le PLA n’a subi aucune dégradation. Tout ¢a nous
permet de déduire que la libération de la metformine ne se fait pas par la dégradation du
polymére mais peut étre par diffusion du principe actif a travers les microcapsules de
polymeres (PLA, PCL ou PLA/PCL).
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Un facteur tres important et joue un grand réle dans ’interprétation de libération des
principes actifs est la température de transition vitreuse (Tg) [118]. Le milieu environnant
pénétre le systeme polymere seulement si le polymére est a I'état caoutchouteux, c'est-a-dire
quand les chaines macromoléculaires jouissent d'une certaine mobilité et flexibilité et se
trouvent donc a une temperature supérieure a la température de transition vitreuse (Tg).
Effectivement, pour une température donnée, plus la Tg d’un polymere est faible, plus le
volume libre entre ses chaines est grand et plus le taux de pénétration d’eau dans le systéme
est élevé [119]. Une fois que I’eau a pénétré a I’intérieur du systeme de libération, la
solubilisation du principe actif ainsi que le clivage des groupements esters vont avoir lieu. En
méme temps, le principe actif va diffuser vers I’extérieur du systeme selon un gradient de

concentration.

Prenons le cas des microcapsules de PCL, la Tg du PCL est de I’ordre de -62 °C, elle
est trés inférieure a la température du test de dissolution (37 °C). Dans telles conditions, la
mobilité des chaines polymeéres de PCL augmente ce qui permet une pénétration d’eau plus
facile, un clivage rapide et donc une diffusion plus aisée du principe actif [120] et comme
résultat, des taux de libération du chlorhydrate de metformine trés élevés ont été obtenus. De
méme, dans la littérature a été confirmeé que le mécanisme de libération du principe actif
contenu dans des microparticules de PCL est souvent dominé par sa diffusion a travers la

matrice polymere [121, 122].

Par contre, dans le cas des microcapsules de PLA, la température du milieu de
dissolution (37 °C) est inférieure a la Tg du PLA (60 °C). Dans ces conditions, les chaines
polymeres du PLA restent figées dans la matrice, ce qui engendre une pénétration tres lente
des molécules d’eau a I’intérieur de la matrice et par conséquence une diffusion réduite du
principe actif. Ce phénomene explique les quantités faibles de metformine libérées a travers
les microcapsules de PLA.

Les mémes résultats ont été obtenus dans 1’étude de V. Karavelidis et al. [123]
concernant 1’encapsulation du chlorhydrate de Ropinirole dans des polyesters biocompatibles
ou des taux de libération les plus éleves ont été obtenus avec les polyesters dont la Tg est

inférieure a la température du test de dissolution.
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Dans le cas de la combinaison des deux polymeres, la libération in vitro de la
metformine a travers les microcapsules de PLA/PCL a été améliorée par rapport a la
libération obtenue dans le cas des microcapsules de PLA seul. De méme, R. K. Chang [124]
a amélioré la cinétique de libération in vitro de la chlorpromazine, un neuroleptique, en
I’encapsulant dans des microparticules associant des polyméres de PCL et d’acide

polylactique (PLA).

Un autre parametre peut également avoir une influence sur la libération des principes
actifs encapsulés qui est la taille des microcapsules. En effet, le taux de libération du principe
actif encapsulé¢ diminue avec ’augmentation de la taille des microcapsules [125]. Dans
I’étude de B. Nath et al. [11], les microcapsules préparées par I’acétate de cellulose libérent
une quantité plus élevée du chlorhydrate de metformine comparée a celle libérée des
microcapsules d’Eudragit. En effet, les microcapsules d’acétate de cellulose ont une surface
tres épaisse (le diamétre moyen est de 534 + 3,2 um) par rapport aux microcapsules
d’Eudragit qui ont un diamétre moyen de 387 + 3,1 um. La barriére polymére épaisse ralentit
I’entrée du milieu de dissolution dans les microcapsules et comme conséquence la libération
du principe actif sera réduite. Ces résultats ont été observes par d’autres travaux de recherche
[2, 6].

Cependant, en mélangeant des microparticules de tailles différentes, il est possible
d’obtenir un autre mécanisme de libération [122]. R. Narayani et al. [126] ont combiné des
microspheres de tailles variables pour obtenir un profil de libération linéaire. En employant
des microsphéres de tailles 1 — 35 pm, ils ont réalisé avec succés une libération d’ordre zéro.

Le méme résultat a été obtenu par C. Berkland et al. [127].

111.2.4. Mécanisme de libération de la metformine

Selon W. R. Gombotz et al. [128], la libération d’un principe actif hydrophile
s’effectue généralement en deux phases; la premiére correspond a la solubilisation et a la
diffusion du principe actif situé a proximité de la surface, alors que la deuxiéme survient lors
de I’érosion du centre du polymere, qui libere les molécules emprisonnées. Il est possible
également d’avoir un troisieme mécanisme de libération, qui fait intervenir les micropores

remplis d’eau formés lors du gonflement de la matrice polymérique.
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Un modele théorique purement empirique a été proposé par Kosmeyer et Pépasse
[129] qui donne les differents mécanismes du relargage du principe actif en fonction du
temps. Cette expression, est une équation (2) exponentielle décrivant la cinétique de relargage
pour une fraction libérée de principe actif < 60%. Ce modele est proposé dans le but de
déterminer la loi qui régit la cinétique de relargage et plus particuliérement quand ce dernier
est modulé par plusieurs mécanismes [130].

fi=kt" )

Ou,

fi : la fraction du principe actif libérée a un temps t.

k : Constante décrivant les propriétés structurales et géométriques des microparticules
du polymere.

n : Exposant décrivant le mécanisme de relargage qui peut étre soit fickien ou non fickien.

t : Temps de relargage du principe actif.

Afin de comprendre le mécanisme et la cinétique de libération de la metformine a
travers les microcapsules préparées, nous utilisons le modele de Kosmeyer et Pépasse [129],
(équation 2). Le calcul de I’exposant caractéristique de libération «n» renseigne sur le

mécanisme qui gouverne la libération du chlorhydrate de metformine.

P. Ritger, et N. Peppas [131] proposent que pour une valeur de n égale a 0,5, le
mécanisme de libération est de type fickien (diffusion fickienne), pour des valeurs de n
comprises entre 0,5 et 1, le relargage est régi par une diffusion non fickienne (diffusion par
gonflement/relaxation du polymere), tandis qu’une valeur de n = 1, la libération suit la

cinétique d’ordre zéro.
La linéarisation de 1’équation 2 a permis de déterminer les valeurs de 1’exposant n

pour les différents profils de libération pour les fractions de metformine libérées inférieures a

60 % et a différents pH. Les résultats obtenus sont portés sur les tableaux suivants.
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Tableau 111.5: Valeurs de I’exposant n déterminées pour les formulations F1 (PLA), F2

(PCL) et F3 (PLA/PCL) a pH=1,2.

Formulation F1 (PLA) F2 (PCL) F3 (PLA/PCL)
n 0,842 0,751 1,071
R? 0,923 0,920 0,967

Tableau I11.6 : Valeurs de I’exposant n déterminées pour les formulations F1 (PLA), F2
(PCL) et F3 (PLA/PCL) & pH=6,8.

Formulation F1 (PLA) F2 (PCL) F3 (PLA/PCL)
n 0,652 0,766 0,718
R? 0,983 0,900 0,940

L’examen des résultats de libération de la metformine obtenus pour les différentes
formulations élaborées avec le PLA, PCL et PLA/PCL, montre clairement que toutes les
formulations présentent une bonne linéarité (R> = 0,900 a 0,983) pour les deux milieux
physiologiques.

De méme, pour les deux milieux, gastrique et intestinal, et pour toutes les
formulations, les valeurs de n varient majoritairement entre 0,5 et 1 suggérant que le
mécanisme de libération de la metformine a travers les microcapsules de PLA, de PCL ou de

PLA/PCL est controlé par une diffusion non fickienne.

80



CHAPITRE IlI Cinétique de libération du chlorhydrate de metformine

Le traitement des résultats de libération du chlorhydrate de metformine par le modéle
de Kosmeyer et Pépasse montre et confirme que le mécanisme de libération n’est qu’une
superposition d’une diffusion fickienne de la metformine (hydrophile) a travers les
microcapsules de polymeres et d’une libération déclenchée lors du phénoméne de
relaxation/gonflement du polymére suite & la pénétration du solvant dans le systéme

polymeére.

Ces résultats sont en accord avec 1’é¢tude de M. Palanisamy et al. [33] concernant la
microencapsulation de succsinate de meétoprolol dans des microspheres de PCL par la
technique d’évaporation de solvant. L’analyse des résultats de la libération du principe actif
par le modéle de Kosmeyer et Pépasse a montré que la libération du métoprolol est contrélée

par une diffusion non fickienne.

Dans le cas des microcapsules de PLA, la metformine par son effet hydrophile
participe a I’augmentation de la vitesse de pénétration d’eau vers I’intérieur de la forme solide
ce qui explique le gonflement de la matrice polymere (PLA) et par la suite la libération du
chlorhydrate de metformine. La méme explication est proposée par C.S. Proikakis et al.
[132] dans leur étude concernant la libération prolongée du diclofénac sodique formulé dans

une matrice polymere a base de PLA.

CONCLUSION

Le comportement des microcapsules obtenues a partir le PLA, la PCL et le mélange
des deux polymeres a été étudié in vitro dans deux milieux simulés, le milieu gastrique (pH =
1,2) et le milieu intestinal (pH = 6,8).

D’aprés ces études de libération in vitro, nous avons pu remarquer que les
microcapsules avaient un profil de libération ralenti et prolongé par rapport a la forme
conventionnelle de la metformine (Glucophage).
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Nous avons également observé que les microcapsules de PCL relarguaient une
quantité plus élevée de la metformine par rapport aux microcapsules de PLA/PCL, alors que

les microcapsules de PLA libéraient la quantité la plus faible du chlorhydrate de metformine a
des temps équivalents.

Le processus de libération in vitro a partir des microcapsules de PCL, de PLA et de
PLA/PCL ferait intervenir essentiellement un mécanisme de diffusion, comme en témoigne

I’examen des résultats de libération de la metformine par le modéle de Kosmeyer et Pépasse.
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CONCLUSION

L’objectif de cette étude était de préparer des microcapsules du chlorhydrate de
metformine par la technique d’évaporation de solvant en utilisant deux polymeres

biodégradables, le poly (acide lactique) et la poly (e-caprolactone).

Dans un premier temps, nous avons optimisé les conditions de préparation des
microcapsules contenant la metformine. Les meilleurs résultats ont été obtenus avec un pH
legérement acide (pH = 5) et une concentration de 10 g/l du polymére dans la phase
organique pour lesquels 62,12 %, 73,82 % et 68,14 % de la metformine ont été encapsulés
dans la PCL, le PLA et le mélange (50/50) de PLA/PCL.

L’analyse par microscopie électronique a balayage a montré des microcapsules de
forme sphérique et de tailles variables pour les trois formulations optimisées F1 (PLA), F2
(PCL) et F3 (PLA/PCL). Le diaméetre moyen des microcapsules a été trouvé généralement

compris entre 0,65 et 10 um par une estimation et dénombrement visuel.

L’analyse IRTF confirme la présence de la metformine dans les microcapsules des
trois formulations optimisées par I’apparition de bandes d’absorption supplémentaires
caractéristiques des groupements amine et imine de la metformine et cette analyse met

¢galement en évidence 1’absence d’interaction chimique entre le polymére et le principe actif.

L’¢tude de la libération in vitro du chlorhydrate de metformine a partir les
microcapsules a montré que le taux de libération de la metformine est plus élevé dans le
milieu intestinal (pH = 6,8) comparé au milieu gastrique (pH = 1,2) qui peut étre expliqué par

I’effet d’ion commun.

La PCL libére la quantité la plus éleve de la metformine initialement encapsulée par
rapport au PLA dans les deux milieux physiologiques et le principal facteur expliquant ce

résultat est la différence dans les températures de transition vitreuse des deux polymeres.
La combinaison des deux polymeéres, le PLA et la PCL pour préparer les

microcapsules a amélioré les profils de libération de la metformine in vitro par rapport aux

microcapsules préparées par le PLA seul.
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CONCLUSION

Les profils de libération in vitro de la metformine a partir des microcapsules dans les
deux milieux simulés sont ceux de formes a libération prolongée et ralentie et il semblerait
que la diffusion soit le phénoméne limitant pour la libération de la metformine incorporée

dans les différentes microcapsules.

Apreés cette étude, nous envisagerons les perspectives suivantes :

e Etudier la stabilité des microcapsules obtenues ;

e Réaliser les essais de libération de la metformine encapsulée in vivo afin de confirmer
I’amélioration de la biodisponibilité et la diminution de la demi-vie d’élimination de la
metformine suite a la libération prolongée ;

e Tester d’autres polymeéres biodégradables pour préparer les microcapsules ;

e S’intéresser a d’autres méthodes d’élaboration des systémes a libération prolongée tels
que I’enrobage classique, mélanges physiques ou méme essayer d’autres méthodes de
microencapsulation surtout qui ne nécessitent pas I’utilisation de solvant toxique

comme le dichlorométhane.
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Résumé : Le chlorhydrate de metformine est un antihyperglycémiant donné en premiere
intention pour le traitement du diabéte de type 2. Cependant cette molécule présente une
faible biodisponibilité (50 — 60 %) et un temps de demi-vie variant de 1,5 a 4,5 h. Pour
aboutir a une concentration plasmatique qui parfois dépasse la marge thérapeutique, il est
nécessaire d’administrer le médicament en plusieurs doses durant la méme journée ce qui
provoque ’apparition de plusieurs effets indésirables. L’objectif principal de cette étude est la
préparation de microcapsules de polyméres (PLA, PCL) contenant la metformine par la
technique d’évaporation de solvant. Les résultats montrent que taux d’encapsulation de la
metformine dépend de plusieurs parameétres tels que la nature et la concentration du polymere
utilisé et le pH de la phase continue. L’analyse par MEB confirme la présence de
microcapsules de forme sphérique et de tailles variables. Les microparticules ont des
diameétres variant de 0,65 a 10 um. La présence de la metformine dans les microcapsules a été
confirmé par 1’analyse IRTF qui met en évidence I’apparition de bandes d’absorption
supplémentaires caractéristiques de la metformine dans le spectre IR des microcapsules. Les
études de libération in vitro réalisées dans les deux milieux simulés, gastrique et intestinal,
montrent une libération prolongée du chlorhydrate de metformine contenu dans les différentes
microcapsules.

Mots clés : Chlorhydrate de metformine, microencapsulation, PLA, PCL, évaporation de
solvant, libération prolongée.

Abstract: Metformin hydrochloride is a highly water-soluble anti-hyperglycaemic agent used
in the treatment of type Il non-insulin-dependent diabetes mellitus. The absolute oral
bioavailability of Metformin HCI is 50-60% due to its site-specific absorption limitations. It is
a safe drug and it has a half-life of 1.5-3 hrs. The total daily requirement of Metformin HCI is
1.5-3g, which leads to high incidence of concomitant gastrointestinal symptoms. Therefore,
there are continued efforts to improve the pharmaceutical formulation of Metformin
hydrochloride in order to achieve an optimal therapy. So, the objective of this work was
to develop microcapsules of Metformin hydrochloride by solvent evaporation technique
using two polymers poly(lactide) and poly(e-caprolactone). The results show that the pH of
the agqueous phase, quantity and type of polymer have the most important influence on the
encapsulation efficiency. The SEM photomicrographs indicated that the microspheres were
spherical in shape. The average particle size was found to be in the range of 0, 65 to10 pm.
The presence of metformin in the microcapsules was confirmed by the analysis FTIR which
shows the appearance of supplementary bands characteristics of the metformin in the
spectrum IR of the microcapsules. In-vitro drug release study of microcapsules evaluated in
0.1 N HCI and phosphate buffer pH 6.8 shows a prolonged release of the metformine
contained in the differents microcapsules.

Keywords: _Metformin hydrochloride, microencapsulation, poly (lactide), poly (e-
caprolactone), solvent evaporation technique, prolonged release.



