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Introduction Générale

Introduction Générale

De nos jours les microsciences et les microtechnologies sont un secteur
stratégique essentiel, en croissance rapide avec une énorme recherche scientifique. Ce secteur
est en effet porteur d'une évolution industrielle majeure qui permet d'organiser la matiére a
I'échelle des molécules. Les applications sont considérables dans tous les domaines : santé,
matériaux, agroalimentaire... Dans le domaine de la santé, le développement de systémes
médicamenteux complexes de taille micrométrique (des microparticules qui permettent la
délivrance de médicaments a des doses moins toxiques en raison de leur ciblage privilégié)
fait appel a la pharmacie galénique qui est la science et l'art de préparer, de conserver, et de
présenter les médicaments. Actuellement, ce terme concerne la totalité des médicaments
contenant un principe actif qui nécessite une mise en forme galénique pour son

administration. Cette forme existait sous plusieurs présentations mises sur le marché (1).

L'encapsulation est parmi les préparations pharmaceutiques en cours d'élaboration
par les grandes firmes médicamenteuses, qui consiste a encapsuler selon un procédé
déterminé un principe actif dans une autre matiéere inactive afin d'améliorer les propriétés de

conservation, de présentation et de biodisponibilite (2, 3).

Les recherches développées dans ce domaine sont essentiellement basées sur
I’é¢tude expérimentale des procédés d’encapsulation (procédés conduisant a I’inclusion de
substances au sein d'un matériau support). Une partie de ces recherches consiste en la mise au
point de techniques de caractérisation de ces systemes (taille, forme, état de surface,
stabilité,...) et une autre partie consacre sur les phénomenes de délivrance des agents

encapsulés.

Le but précis de ce mémoire de master est de préparer differentes formulations a
base d'une molécule médicamenteuse (I'amoxicilline); ainsi 1’étude de la libération a partir des
différents systemes microparticulaires obtenus, la modélisation de ces cinétiques selon les
modeles d’Higuchi, de Korsmeyer-Peppas et de Hixon_crowell.et la réalisation del’activité

antibiotique .

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

grandes chapitres :
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e Le chapitre 1 sera consacré a la présentation d’un rappel bibliographique sur
les systemes des libérations controlées, et sur des principaux systemes
d’encapsulation, leurs propriétés ainsi que 1’intérét qu’ils représentent au niveau

industriel.

e Nous commencons le chapitre deux par une étude expérimentale de la procédé
" la microencapsulation par évaporation de solvant" afin d’étudier l'influence du
volume de la phase aqueuse sur les formulations préparées. Les systéemes obtenus
sont ensuite caractérisés par IR, Microscopie (Optique et électronique), et DRX. Et
on termine cette partie par I'étude de la libération de principe actif encapsulé dans

différents milieux d'études, et la réalisation des tests antibactérienne.

e Dans le chapitre trois nous présentons les résultats de synthese et celle de
I’étude de la libération de principe actif a partir des microparticules préparées et les
modéles de transfert de matiére. Nous discutons enfin les reésultats des tests

biologiques réalisés.

e Une conclusion générale résumera les principaux résultats obtenus et dressera

les propriétés d'avenir qui découlent du présent travail.
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| .1.Généralités sur les formes galénigues :

|1 .1.1.Introduction :

La pharmacie galénique est I’art de formuler un principe actif pour le rendre
administrable au patient sous une forme qualifiée de galénique. C’est une science sans
laquelle le médicament ne peut exister. Elle s’intéresse aux propriétés physicochimiques des
principes actifs et des excipients de fagon a ce qu’ils soient compatibles, aux propriétés des
matériaux utilisés pour le conditionnement primaire du medicament. La pharmacie
galénique s’intéresse aux procédés de pulvérisation, granulation, enrobage, dessiccation,
lyophilisation, tamisage, compression... Elle est en lien avec la pharmacocinétique, de fagon
a la modifier par modification de forme galénique ou d’excipient utilisé. Elle est pour but de
trouver pour chaque substance active, la présentation la mieux adaptée au traitement d’une
maladie déterminée. Connaitre leurs différences permet de mieux les comprendre et de les

manipuler correctement(1).

|1.1.2.Un médicament :

Un médicament est tout substance ou composition pouvant étre utilisée chez
I’homme ou chez I’animal ou pouvant étre administrée, en vue d’établie un diagnostic
médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions physiologique, immunologique
ou métabolique.il est aussi un produit complexe dont la partie active ou encore ‘drogue *
sera aménagée a 1’aide d’excipient ou substance auxiliaire pour lui permettre une efficacité
optimale.

Un médicament est défini par sa formule galénique qui énumere en qualité et
quantité les différents éléments qui entrent dans sa composition, on distingue :

e Le principe actif (PA): seul ou en association, qui est le support de I’activité
thérapeutique
e Les excipients: ou adjuvants ou véhicules ou substances auxiliaires, dépourvus
d’activité thérapeutique, qui sont destinés a faciliter la fabrication, 1’administration
ou la conservation du médicament, on trouve comme excipient :
» Des liants ou émulsifiants, lubrifiants, délitant, gélifiants...
» Des colorants
» Des edulcorants et aromatisants

» Des conservateurs

o oy
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1.1.3.La forme galénique :

Correspond a la forme sous laquelle on prenons le médicament Galien, médecin
grec du 2°™ siécle, a donné son nom a la pharmacie galénique, science de la mise en forme
des médicaments. Chaque forme galénique présent des spécificités et un usage particulier, il

existe sous plusieurs formes (2, 3) :

3. a. Les comprimés :

Ce sont les formes les plus utilisées .en effet, en plus des comprimés normaux,
certains comprimés ne doivent surtout pas étre écrasés. Il est trés important de prendre un
verre d’eau pour avaler des comprimés, car cela évite de qu’ils ne collent pas a la paroi de
I’estomac et provoquent des ulcérations sauf pour certaines comprimés a laisser fondre dans

la bouche.

3. b. Les gélules :

Ces formes sont utiles pour les médicaments sensibles & la lumiére ou qui ont
mauvais gout .La aussi, la prise d’un verre d’eau est trés important pour éviter que la gélule
ne colle pas a I’estomac. Certaines gélules a libération prolongée peuvent dans certains cas
étre ouvertes pour étre administrées plus facilement aux personnes ayant des difficultés a

déglutir.

3. ¢. Les formes ophtalmique et forme ORL :

Il s’agit de liquides (collyres) ou de pommades qui sont appliquées directement.
Avec ces formes, il est important de bien respecter la durée maximale de conservation apres
ouverture. Ces préparations peuvent facilement étre contaminées par des microbes, de plus,
pour éviter quelque contamination, il est vivement recommandé de ne pas toucher 1’organe
ou la paupiére avec I’embout du flacon ou du tube. Le respect d’un intervalle de 15min
entre I’application de 2 collyres ou de 2 pommades différents car I’un peu nuire a 1’efficacité

de ’autre.

3. d. Laforme vaginales et formes rectale :

Ces formes sont généralement sensibles a la chaleur et doivent étre conservées dans
un endroit frais. IIs ont un temps d’action rapide et efficace due a la présence des agoniste

sous une forme activé.



e e e AR

\
Chapitre | Rappels bibliographiques-.. ‘

3.e. Lessirops:

Ce sont des formes liquide déja préparées, facile a étre utilisées par les patients
malades, pour toute les catégories di a la composition bien choisie (gouts et odeur..). Elle

peut étre des solutions, des suspensions ou des émulsions.

3. f. Formes injectables :

Médicament déposé a I’intérieur des tissus ou dans le torrent circulatoire. Elle doit
avoir les propriétés suivantes : stérilité (absence de germe), neutralité (PH le plus proche du
PH sanguin), iso-tonicité (méme pression osmotique /plasma) solution isotonique, limpidité
(solution seulement) solvant aqueux ou huileux. Elles peuvent se retrouver selon plusieurs

présentations : solutions, suspensions, émulsions.

3. g. Formes pulmonaires :

Deux actions possibles : action général (anesthésie). Gaz (protoxyde d’azote),

liquides volatils (anesthésiques halogénés) et action locale (asthme) aérosols.....

3. h. Formes cutanées :

Pommades, créemes, gels ou pates dermiques a appliquer sur peau propre ou plaie

nettoyée.

3. i. Formes sublinquales :

Le médicament est croqué ou se délite dans la bouche (sans étre avalé)..... Sucé,

mastiqué ou laissé fondre qui dissout au contact de la salive son délai d’action est trés court.

1. Généralités sur la microencapsulation :

Il .1.Introduction :

La microencapsulation regroupe I'ensemble des procédés conduisant a I'obtention
de p particules et ce sont généralement sphériques, creuses (réservoir) ou solides (matrice)
et servent a contenir de nombreux types de produits solides ou liquides. La terminologie «
microparticules» sous-entend des entités dont le diamétre est compris entre 1 et 1000 pm.
4).

Les microparticules peuvent se présenter sous deux types de morphologies

distinctes (Figurel) :
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e L es microsphéres(Matriciels) :

Qui sont des particules constituées d’un réseau macromoléculaire ou lipidique
continu formant une matrice dans laquelle se trouve finement dispersée la matiere active.
Cette derniére peut se présenter sous forme de fines particules solides ou encore de

gouttelettes de solutions.

e L es microcapsules(Réservoirs) :

Qui sont des particules réservoirs constituées d’un cceur de maticre active liquide

ou solide, entourées d’une enveloppe solide continue de matériau enrobant.

Microcapsule
(systéme réservoir
ou ceeur-membrane)

Microsphére
(systeme matriciel)

Substance

Substance dispersée

encapsulée

Matrice de

Membrane polymére

du polymeére

Figure 01: Représentation schématique des 2 Types de microparticules.

I1. 2.Les buts d’encapsulation :

Les buts de la microencapsulation sont innombrables. Dans certains cas, un produit
doit étre isolé de son environnement, comme dans l'isolement des vitamines contre les effets
détérioration de I'oxygéne, ce qui retarde I'évaporation du produit encapsulé, I'amélioration
des propriétés d'une matiére collante ou d'isoler un produit réactif d'attaque chimique (5).

Ainsi, il existe plusieurs raisons qui expliquent pourquoi les substances peuvent étre
encapsulées (6,7). On citera entre autres :

» Protéger les substances réactives de I'environnement.
Convertir des composants actifs liquides dans un systeme solide sec.
Séparer les composants incompatibles pour des raisons fonctionnelles.

Masquer les propriétés indésirables de I’actif composant.

YV V VYV V

Controler la libération des médicaments pour avoir une action longue de traitement.
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11 .3.Les différents procédés de microencapsulation :

Il existe plusieurs manieres de classer les procédés de la microencapsulation selon
différents critéres (8) :
e [’utilisation ou non de solvant.
e la nature du milieu dispersant : liquide, gazeux ou a I’état supercritique.
e [’utilisation des polyméres préformés, de lipides ou de monomeres.
e le procédé utilisé pour réaliser la microencapsulation.
Les procedes de la microencapsulation sont classées en 3 catégories selon
Richardes et Benoit(8) :

e Les procédes physico-chimiques : sont bases sur les variations de solubilite et
les conditions de précipitation des agents enrobants. Il s’agit par exemple de la précipitation
contrdlée d’un polymére en solution, par ajout d’un non-solvant ou d’un polymeére
incompatible (coacervation). Les autres méthodes se basent sur la variation de température
de la solution (évaporation du solvant) ou sur le changement d’état, comme solidification,
des agents enrobants (gélification thermique d’émulsions).

e Les procédés chimiques : consistent en la polymérisation autour de la matiere
active (pure ou en solution) d’un ou plusieurs monomeres conduisant a la formation in situ
d’une membrane de protection. Plusieurs types de polymérisation peuvent étre envisagés :
polycondensation, polymérisation radicalaire ou anionique.

e Les procédés mécaniques : reposent sur la nébulisation (séchage) de la
formulation, ou I’enrobage de microparticules suspendant en lit fluidisé, ou I’extrusion du
mélange de matiére active et I’agent enrobant. La formulation des matieres sera pulvérisée
de sorte que la matiére active soit encapsulée. Le choix de la méthode dépend des propriétés
du principe actif et de la nature du polymére. Cependant, de nombreux parameétres ont une
influence sur les caractéristiques des microsphéres obtenues. En raison de sa simplicité et du
matériel a notre disposition, nous avons retenu pour notre étude la méthode d'encapsulation

par évaporation de solvant (Procédés physico-chimique) que I’on d’écrit par la suite.
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P

Procédés
physico-chimiques
Procédés
meécaniques
Procédés
chimiques

Figure 02 : Les Procédés de la microencapsulation.

11.4.L.a microencapsulation par évaporation du solvant :

Le procédé de la microencapsulation par évaporation de solvant est une méthode
physico-chimique qui est a rattacher a I’extraction de solvant. Cette méthode repose sur
I’évaporation de la phase interne d’une émulsion sous agitation. Elle est le plus souvent
utilisée dans le domaine de la pharmacie pour la production des formes médicamenteuses a
libération controlées (9).

Initialement, le matériau d’enrobage, généralement un polymere hydrophobe, est
dissout dans le solvant organique volatile. Ensuite, la substance active a encapsuler est
dissoute ou dispersée dans la solution organique avec le polymere qui formera la matrice
(Figure 3.1). La solution organique est dispersée dans le milieu aqueux contenant un agent
tensioactif (Figure 3.2) sous agitation. Des que le solvant organique entre en contact avec la
phase aqueuse externe, il migre a la surface de 1I’émulsion ou il s’évapore par diffusion
(Figure 3.3).

La concentration du solvant organique dans la phase intermédiaire diminue au
cours du temps par agitation mécanique et le polymere commence a précipiter encapsulant le
principe actif (Figure 3.4).

Les microparticules sont séparées par filtration (Figure 3.5) et séchées. Les

microparticules obtenues sont généralement de type matriciel (microsphére). Le taux de
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matiere active dans les microparticules obtenues par ce procédé est compris entre 30 % et 40

%, et le rendement (efficacité) d’encapsulation peut atteindre 100 %. La taille des

microparticules produites est de 0,5-800 pm (8)
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Figure 03: Principe du procédé de la microencapsulation par évaporation du solvant :
(1) matiere active dispersée dans la solution organique de polymere, (2) mise en émulsion de
la phase organique dans la phase aqueuse, (3) évaporation du solvant organique de la phase

dispersée,(4) formation d’enrobage de polymere et (5) séchage des microparticules.

place de la formation des microparticules, elle a aussi comme avantages: un simple
équipement, un rendement élevé et les phases évaporées peuvent étre récupérées.

Il a aussi quelques défauts, tel que le partage du solvant organique a I’interface
entre les matiéres actives et la phase continue, qui cause des traces non négligeables de
solvant organique trouvent sur le contour des microspheres apres 1’évaporation, donc une
étape permettant d’enlever ces résidus est souvent nécessaire mais elle complique le

procédé.

I1.5. Les différents domaines d'applications de la microencapsulation: La

microencapsulation a été développée et appliquée dans de nombreux domaines:

e Domaine pharmaceutique et médicales: Les microcapsules sont
principalement congues pour controler la durée de la libération du principe
actif. Elles sont véhiculées dans le corps, puis par la dispersion et
I’infiltration du médicament vers 1’endroit cibl¢, une concentration propre et
une durée spécifique de la libération permettent de donner pleinement les
effets du médicament, tels que les Antibiotiques, les enzymes, les
analgésiques, les sédatifs, les contraceptifs, les interférons, les sulfonamides
(10).
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Dans cette technique, I’évaporation de solvants est utilisée pour faciliter la mise en i
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e Domaine cosmetique: des microcapsules ont déja été intégrées dans
differentes cremes, des shampooings, parfums, huiles essentielles, agents
mouillants, extraits de plantes, antiseptiques, dissolvant pour vernis a ongles,
mousses a raser ou des gels, afin de prolonger la stabilité chimique et
microbiologique du principe actif(11,12).

e Domaine alimentaire: la microencapsulation est principalement utilisée
pour des additifs alimentaires, tels que des ardmes, des édulcorants, des
colorants, huiles essentielles, des colorants, Extraits de plantes, les
antioxydants, les conservateurs, les levures, les enzymes et les
microorganismes (11,12).

e Domaine Agriculture : herbicides, fongicides, macroéléments, insecticides...

e Domaine textile: les microcapsules peuvent rendre des textiles
hydratants, désinfectants, parfumés,...etc. Récemment des tissus contenant

des microcapsules a base de  paraffine permettent d’ajuster

(11,12).

e Domaine Industrie des détergents: parfums, agents décolorants, les
enzymes, les antistatiques, détachants, silicones, cires... (11,12).

e Domaine Biotechnologie: les enzymes immobilisées, complexes
multienzymatiques, les cellules artificielles, les cellules vivantes,
microorganismes, produits radio-diagnostiques, Adsorbants... (11,12).

e Domaine Graphisme et peinture : des colorants, les révelateurs, adhésifs,
les composés sensibles a la chaleur, cristaux liquides (11,12)

I11. Les Systéme de libérations :

I11.1. Introduction :

Il est important de noter que le principe actif ne peut pas étre absorbé plus
rapidement, ni plus complétement, qu’il ne s’est préalablement libéré de son support
galénique puis dissous dans le milieu biologique du site d’administration.

En thérapeutique, une libération rapide du principe actif est généeralement
recherchée afin d’obtenir une activité thérapeutique dans un délai court et pour soulager le
malade rapidement. Pour ce faire, une forme a libération conventionnelle ou accélérée sera

choisie. Cependant, dans certains cas, une libération du principe actif ralentie ou différée

-
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automatiquement la température en fonction de la chaleur du corps humain i
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peut étre souhaitée afin de prolonger la durée de 1’action thérapeutique. C’est dans cette
optique, que les formes a libération modifiée ont été développées (13-15).

Les formes a libération modifiée font partie des systemes de délivrance des
médicaments qui englobent toute r ou dispositif médical visant a améliorer le ratio
bénéfice/risque d’un médicament grace a la maitrise de la vitesse, du moment ou du site de
libération dans I’organisme de la substance pharmaco logiquement active (16).

Toutes ces formes sont rendues possibles grace aux progrés réalisés dans la
granulation et a la disponibilit¢ d’une gamme de polymeres ayant différentes propriétés

physico-chimiques (17).

111.2.L es différentes formes de libération seront citer dans la suite :

111 2.1.Les formes a libération accélérée : Quand on souhaite une action aussi rapide que

possible par exemple pour les antalgiques, les comprimés a libération accélérée, bien que

d’aspect classique, doivent étre dissous ou dispersés dans de 1’eau avant administration ou

conventionnels, une biodisponibilité comparable a celle des formes liquides. La premieére

solution est venue des comprimés effervescents dans les années soixante (18).

2.1.a. Les comprimés solubles : Comprimés non enrobés ou comprimés pelliculés destinés

a étre dissous ou dispersés dans 1’eau avant administration. La solution obtenue peut étre
Iégerement opalescente en raison de la présence de substances auxiliaire ajoutées lors de la

fabrication de comprimés (19).

2.1. b. Les comprimes dispersibles : Comprimés destinés a étre dispersés dans 1’eau avant

administration en donnant une dispersion homogéne. L’essai de désagrégation se fait dans
’eau a 15-25 C’ en moins de 3 minutes. Les particules dispersées doivent étre assez fines

pour passer a travers un tamis de maille maximale de 710 um (20).

2.1.c. Les comprimés orodispersibles : Ce sont des comprimés non enrobés destinés a étre

placés dans la bouche ou ils se dispersent rapidement avant d’étre avalés. Leur formulation
basée sur I’introduction de « superdésintégrants » dérivés amylacé, cellulosique ou de PVP
réticulés) qui accélérent la dissolution ou la dispersion du principe actif par éclatement du

comprimé lors de son contact avec 1’eau ou avec la salive (18).
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I .2. 2. Les formes & libération modifiée : Les comprimés gastro-résistants sont des

comprimés a libération modifiée destinés a 1’action du suc gastrique et a libérer le ou les
principes actifs dans le suc gastrique protégeant contre la dégradation a pH acide.

Les premiers doivent répondre a I’essai de désagrégation et les seconds doivent
subir un essai approprié pour démontrer que la libération du ou des principes actifs se fait
dans des conditions satisfaisantes (18).

Les substances d’enrobages sont telles que le comprimé ne se délite que dans
I’intestin. En général parce que le principe actif serait détruit sous 1’action du suc gastrique.
Elles doivent étre insolubles dans le suc gastrique c’est-a-dire en milieu chlorhydrique mais
se dissoudre en milieu neutre ou légérement alcalin.

Les avantages des formes a libération modifiée sont nombreux:

e Avantage thérapeutique: maintien d'un niveau plasmatique stable du principe actif
pendant une période prolongee.

e Réduction des effets secondaires et amélioration de la tolérance (pas de pics de

e Confort et complaisance du patient (diminution de la fréquence des prises).

e Reéduction du colt des soins médicaux (21).

111 .2.3. Les formes a libération prolongée : La libération prolongée d’un principe actif est

celle pour laquelle la dose unitaire totale est retenue au sein d’un systéme controlant la
vitesse de libération. La rétention du principe actif peut étre faite par son inclusion dans un
excipient insoluble dans les liquides de I’organisme qui forme ainsi une espéce de matrice a

partir de laquelle le principe actif sera libéré lentement.

Concentration plasmatique

temps
Figure 04 : Représentation du profil de libération prolongée.

La vitesse de libération du principe actif a partir de la forme galénique est plus lente

que dans le cas de libération conventionnelle. Cette étape est préalable aux étapes de
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dissolution et d’absorption. Elle correspond donc au facteur limitant qui contrble la
dissolution et I’absorption. La durée de cette libération est étalée dans le temps.
Ces formes galéniques, présentent, sans toujours les réunir tous a la fois, plusieurs

avantages par rapport aux formes conventionnelles (15).

11.2.3. 1. Avantages

.JE
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e Diminution du nombre de prises quotidiennes d’ou gain de temps en milieu i
hospitalier, simplification pour le malade.

.

e Maintien sur un temps prolongé de taux sanguins efficaces pour, des principes actifs !

de demi-vie relativement courte permettant, par exemple, un traitement continu, .

méme la nuit, sans réveiller le malade, la libération continuant pendant la période !

nocturne. i

e Diminution voire suppression des effets secondaires indésirables provoqués par de .

fortes concentrations de médicaments libérées rapidement au lieu d’administration !

ou d’absorption (22, 23). i

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

!

.

.

.

!

.

.

.

.

.

.

111 .2.3.2. Inconvénients :

A cOté de ces avantages, il ne faut cependant pas négliger de considérer certains

inconvénients :

e Risque d’accumulation de principe actif si la vitesse d’élimination est lente et si la
présence du médicament dans 1’organisme est nécessaire 24 heures par jour.

e Difficult¢ d’interrompre le traitement rapidement en cas d’intoxication grave ou
d’intolérance et mal absorbé au niveau du site d’administration ou de libération.

e Risque de toxicité di au relargage de toute la dose pour les principes actifs de faible
index thérapeutique et de toxicité élevée car les vitesses d’absorption, de

biotransformation ou d’élimination varient souvent beaucoup d’un sujet a I’autre.

Cette énumeration montre bien que toute substance médicamenteuse ne doit pas

systématiquement faire 1’objet d’une formulation en forme a libération prolongée (22.23).

I11.2.4.L.es formes a libération contrdlée : La libération contrdlée appelée aussi

programmée ou soutenue est une libération prolongée et constante dans le temps ; elle
présente un profil qui correspond a une cinétique dite d’ordre zéro(24,25), indépendante du
temps. En pratique les frontiéres ne sont pas bien définies entre libération prolongée,

libération soutenue et libération contr6lée (26) et  offre plusieurs  avantages
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comparativement aux formes posologiques menant a des principes de libération
traditionnelle. En effet, ces derniers ne contrélent ni le taux de principe actif relaché, ni
I’endroit ou la libération s’effectue a cause de la désagrégation rapide de la forme

posologique (27).

La technologie de formulation des systemes de libération contrdlée, quant a elle
offre plusicurs moyens d’améliorer la biodisponibilité de molécules actives. En effet, ces
systémes permettent un retardement ou une extension dure lachement de principes actifs
administrés par voie orale, permettent de les protéger contre la dégradation causée par les
composantes des fluides biologiques impliquée dans la digestion parce que la

désagrégation de la forme posologique est retardée (28).

111.2.4.1. Les différentes formes a libération controlée :

4.1.1-Systemes a libération contrdlée par diffusion :

e Le systeme réservoir (& membrane).

4.1.2- Systémes a libération contrélée par réaction chimique :
e Le systeme biodégradable.
e Le systeme a chaines polymeéres greffées.

4.1.3- Systemes a libération contrdlée par activation par le solvant :
e Le systeme a gonflement.

e Le systéeme a pression osmotique (pompe osmotique).

111.2.4.2. Les avantages de la libération contrdlée sont nombreux:

La réduction des prises journaliéres.

Accroissement du confort du malade.

Amélioration de I’observance du traitement.

Diminution des effets secondaires indésirables par suppression des pics

plasmatiques.

Il .2.5. Les formes a libération ciblée : L'intestin gréle est le site principal pour

I'absorption du médicament mais on peut avoir intérét a provoquer cette absorption au
niveau du colon, parce que au niveau du colon, l'activité protéolytique est réduite, cela

épargne les principes actifs qui y sont sensibles, le traitement topique des carcinomes et des
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e  Le systéme matriciel (monolithique). !
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maladies inflammatoires de I'intestin nécessite une grande concentration de principe actif a
ce niveau-la. On y arrive de deux manieres:
e En utilisant des enrobages a dissolution pH dépendante (acétophtalate de cellulose,
Eudragit L).

e En utilisant des enrobages a dissolution dépendante du temps (pompe osmotique).

A Concertration pilasmatigue
4
Zone de toxidté
potentiecile
_____________ v
___________________ 2
= 8. _, -5
l o —o D=3
: o -
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A B
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o
-
"j o
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: Forme comventionnelle

s Forme a libaration soutenuse

IS B = = - Forme a libaration repsetes
: Forme a libaration prolongaee

: Forme a libaration retardaeae

Figure 05 : Profil des concentrations plasmatiques obtenues a partir des différentes formes a

libération modifiée.

1V. Les ordres Cinétiques de la libération :

Le systeme idéal voudrait que I’on obtienne une cinétique de libération d’ordre
zéro. Or ce n’est pratiquement jamais le cas car les conditions de diffusion varient
généralement au cours du temps avec 1’apparition de phénomenes d’érosion, de gonflement
ou la création de canaux engendrés par la dissolution progressive du principe actif a
I’intérieur de la matrice ou a la surface de I’enrobage (29).

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

un ordre 0. Lorsqu’apparaissent les phénomenes de relaxation liés a 1’érosion et/ou au
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démantelement des chaines de polymeére, la libération est régie par une loi exponentielle
non-Fickienne (30, 31).

Dans certains cas, la libération initiale ne suit jamais une cinétique d’ordre 1.

Ordre zéro Premier ordre
% (PA) % (PA) -

(a) (b)

Temps Temps

Figure 06 : Cinétiques de libération d’ordre 0 (a) et d’ordre 1 (b) aprés administration

Comme illustré a la figure 07, il arrive qu’une importante quantité de principe actif
soit libérée des que la forme entre en contact avec le liquide de dissolution. Cette importante
libération initiale est alors suivie d’une diffusion prolongée du principe actif.

Ce phénomene s’appelle le « burst effect ». Se produisant essentiellement en
présence des formes matricielles, il peut étre a I’origine d’un échec lors du développement
d’une forme a libération prolongée. Méme si ce phénomene reste difficilement contrdlable,
il est possible de réduire ses effets en augmentant, par exemple, la force de compression, en
incorporant des corps gras, des polymeres gélifiants de haut poids moléculaire ou en évitant

I’utilisation d’agents désintégrant.

libérée

Burst effect

Quantité de PA

Lag time

Temps
Figure 07 : Représentations graphiques du « Burst effect » et du « Lag time », délai de

libération.
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Les causes provoquant un burst effect peuvent étre attribuées a de nombreux
phénomenes physicochimiques :

e Conditions de fabrication : le principe actif peut se concentrer en surface lors
de la fabrication ou du stockage de la forme matricielle, surtout lorsqu’il est
incorporé en concentration importante. Dans le cas des formes enrobées, de
mauvaises conditions de préparation peuvent conduire a un non homogénéité
de I’enrobage,

e Manque de cohésion de la matrice : force de compression trop faible, teneur
en agent liant insuffisante,

e Hétérogénéité de la matrice : un burst effect peut apparaitre si des pores ou
des fissures apparaissent a I’intérieur et/ou en surface de la matrice lors de la

fabrication.
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IV.1. Mathématiques : !
Notre travail a porté sur la realisation de systémes microparticulaires. Dans ce type !
'
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de systémes, la libération est souvent controlée par une étape d’ordre diffusionnel suivant les
lois fondamentales de Fick portant sur la diffusion de la matiére. Nous avons modélisé nos
résultats expérimentaux par des modeéles qui utilisent les solutions analytiques ou
numeériques décrites par Cranck (32) et permettent de calculer aisément les diffusivités selon
les deux cas :

e Cassimple ou la diffusivité est constante :

Dans ce cas, I’équation de transfert, en régime transitoire, admet une solution
analytique en tenant compte d’une condition particuliere limite qui est : « I’équilibre des
concentrations est atteint a la surface dés que le processus de diffusion démarre ».

L’application de cette solution permet de calculer la masse du liquide transférée
et la concentration en tout point de la matiére et a tout instant t, en fonction des parameétres
caractérisant le phénomene : le rayon de la microparticule, la diffusivité et la capacité
d’absorption du liquide par le copolymere matriciel.

e Cas complexe ou la diffusivité est variable :

Dans ce cas, il n’existe pas de solutions analytiques car le coefficient de
diffusion varie en fonction de la concentration. Pour résoudre ce type de phénomene, on fait
appel aux solutions numeriques, comme par exemple, celles utilisant une méthode de calcul

aux différences finies.
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Dans ce cas, tous les parametres intervenant dans le processus de transfert de
matieres entrent en considération dans la résolution des différentes équations proposées par
Cranck (32). Pour cela, et quel que soit le cas, il est nécessaire de faire un petit rappel
théorique des lois de Fick. Ce modele nous a permis de calculer et d’évaluer les différents

coefficients de diffusion des principes actifs étudiés.

1V.2. Traitement mathématique du modéle de diffusion :

Selon Fick, la diffusion de la matiere dans un milieu isotrope est basée sur
I’hypothese que le flux de maticre est proportionnel au gradient de concentration. La

premiére loi de Fick est alors énoncée comme suit (33) :

©--ps < [1]
X

X : la distance de transfert normale a la section considérée, S : la surface totale de transfert

et D : le coefficient de diffusion (Diffusivité).

Membrane de la matrice

/// , PA dispersé -

J: Flux de diffusion de soluté Pa

. .. dh
Cyp: concentration de PA initiale t=0 -

Cs: Concentration de PA saturé (Restant dans 1a
matrice) aprés diffusion

h: Epaisseur de la couche de diffusion

Figure 08 : Représentation schématique d'une paroi matricielle.

La densité de flux Js est donnée par 1’équation suivante :

i
'
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'
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¢ est le flux de matiere diffusante, C : la concentration de la matiére diffusante, !
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oC [2]

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

ac a( ec’ 3]
o -E}'J;:'.L cx

Appliquons ces deux lois pour les microparticules. La diffusion dans un disque est décrite
selon les solutions proposées par Cranck pour la résolution des équations de Fick [2] et [3].

Pour les microparticules, le transfert de matiére est décrit comme suit :

ec _ @ [ pEC [4]
& éx\ éx
La solution de 1’équation (2éme loi de Fick) est donnée par I'équation [5] :
C-C, Z{ D @nsDar :’ —(2n+D)*a ED:“: [5]
C,-C, = r.52m+1 h fﬂ@k h )

Ou Cy est la concentration finale a 1’équilibre supposée atteinte a la surface des
microparticules des I’instant ou ces dernieres sont en contact avec le liquide diffusant. La

diffusion dans les temps courts, si « M;/ M., < 10% », est exprimée par :

A
% {FJ {,T %+EZ{—1T1§!UE: :;ELF} [6]

L’équation [6] est encore simplifiée au premier terme dans les temps les plus

courts de la cinétique :
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Cette équation simplifiée permet de déterminer le coefficient de diffusion (Dy).

Il est alors calculé & partir de la pente P de la droite M;/M., = f(t ):

Ph'm
-Da'_.c = [8]

1VV.3.Modélisation des cinétiques de relargage du principe actif selon les éguations

d’Higuchi et de Korsmeyer-Peppas :

Les modéles mathématiques utilisés pour décrire la libération des principes

parametres changent durant la libération ; par exemple, le gonflement de la matrice cause un
changement dans la porosité et la tortuosité, tout comme la distance de diffusion du PA
change avec le gonflement et I’érosion de la matrice.

Les modeles mathématiques les plus utilisés par les pharmaciens pour décrire la libération

des principes actifs des systemes matriciels sont ceux de Higuchi et Peppas (32-37).

» Modéle d’Higuchi : Higuchi a développé des modéles décrivant la libération des
principes actifs solubles et peu solubles incorporés dans des matrices solides.
L’équation [9] ci-dessous résume le modéle d’Higuchi et elle est connue comme le
modele simplifié¢ d’Higuchi. Selon lui, la libération de médicament dépend de la racine
carrée du temps en obéissant a la loi de Fick qui décrit la diffusion.

Cette approche est utilisée pour plusieurs formes pharmaceutiques dont les matrices

contenant des principes actifs solubles (38).
Q= ky 12 [9]

Q¢ : quantité de médicament libéré au temps t.

Ky : constante de libération d’Higuchi.

.JE
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
!
.
.
.
!
.
.
.
.

actifs ne sont pas toujours précis et sont des approximations de la libération réelle, car les i
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
!
.
.
.
!
.
.
.
.
.
.



Chapitre | Rappels bibliographiques-.. ‘

C’est un modele qui permet de calculer la constante de libération d’Higuchi et de

comparer la vitesse de libération du principe actif a partir des formulations étudiées.

» Modele de Korsmeyer-Peppas: En 1983, Korsmeyer et al (39) donnent une relation
simple qui décrit la libération du médicament a partir du systeme polymere. Ce modéle
permet d’attribuer aux cinétiques de libération le type de diffusion sur la base de la

valeur de I’exposant n selon I’équation suivante :
M¢/M,, =k t" [10]

M¢M,, : fraction de médicament libérée au temps t.
k: constante de vitesse de libération.

n : exposant de libération.

médicament. Les valeurs donnant le type de mécanisme sont citées (40, 41) :

n < 0,45 : correspond & un mécanisme de diffusion Fickien,
0,45 <n <0,89 : transport matiere non Fickien,

n = 0,89 Cas Il (Relaxation) de transport,

n> 0,89 Super-Cas Il de transport.

» Modéle d’Hixon- Crowell : En 1931,Hixon et crowell ont proposé une
équation qui décrit la libération des principe actifs a parties de systemes ou la
géométrie reste constante mais la surface change et le diamétre diminue . cette
équation découle du fait que la surface des particules est proportionnelle a la

racine cubique de leur volume (42).

QO1/3 Q B=Ks t
Ou :
Qo: représente la quantité de principe actif initialement introduit dans le vecteur.

Q¢ : est la quantité de principe actif restante dans le vécteur a I’instant t

Ks : est une constante incorporant la réaction volume - surface du vecteur.
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Ce modele s’applique généralement aux produits pharmaceutiques a posologie
comme les comprimés ou la dissolution se fait selon les plans (couches) couvrant
directement le principe actif. De ce fait, les dimensions d’un comprimé diminuent
proportionnellement de tel sorte que la géométrie initiale reste constante au cours du temps
(43).

Pour étudier la cinétique de libération de tels systémes, les données expérimentales
de libération peuvent étre tracées sous forme de la racine cubique du pourcentage libéré en
fonction du temps

V. Généralité sur les antibiotiques :

V.1.Définition d’un antibiotique :

Un antibiotique, d’aprés le Dictionnaire de Biologie de Jacques Berthet (44), est

multiplication (effet bactériostatique). lls sont prescrits chez les patients ayant une infection
dans n'importe quelles parties du corps, qu'elles soient supposées ou prouvées. Il y a
I'antibiothérapie probabiliste et I'antibiothérapie ciblée si I'on sait d'ou vient l'infection. La
stabilité des antibiotiques dépend de leur état physique (les pénicillines et les tétracyclines
sont plus stables a I'état solide qu'en solution), du pH de la solution, de la température, de la

présence des réactifs, du temps de stockage et de leur durée d'action (45).

V.2. Les modes d’action des antibiotiques :

Le principe d'action des antibiotiques consiste a bloquer sélectivement une étape d'un

mécanisme essentiel a la survie ou a la multiplication des microorganismes. Le mécanisme

ciblé par l'antibiotique est le plus souvent spécifique des bactéries et n'a pas d'équivalent
chez les eucaryotes et en particulier chez I'nomme. Ainsi, idéalement, I'antibiotique tue ou
bloque la multiplication des bactéries mais n'a pas d'impact sur les cellules du patient traite.
Il existe ainsi quelques grandes familles de mécanisme d'action pour les antibiotiques, ce qui

permet de les regrouper en grandes classes décrites ci-apres (46) :

e Inhibition de la synthése de la paroi bactérienne
e Action sur la membrane des cellules
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¢ Inhibition de la synthése des acides nucléiques (ADN)

(1) Inhibition de Ia synthéso (2) inhibition de 1a synthése
de la paroi bactérienne de la membrane cytoplasmique
- ¥
3 g — })
A —— e
(3) inhibition de Ia po—
synthase protaeique \»74_) Inhibition deo la

“synthése de I'ADN

(5) Autres mécanismes

Figure 09 : Schéma représentant les modes de fonctionnement des antibiotiques.

V.3. Sensibilité des bactéries aux antibiotiques :

Deux concentrations ont été définies pour voir la sensibilité des bactéries envers les

antibiotiques :

3.1. La Concentration minimale inhibitrice ou CMI : Elle se définit comme la plus faible

quantité¢ d’antibiotique nécessaire et suffisante in vitro pour inhiber le développement d’une

population bactérienne donnée.

3.2. La Concentration minimale bactérienne ou CMB : Elle se définit comme la plus faible

concentration d’antibiotique qui tue 99.9 % de la population bactérienne aprés une

incubation de 24 heures a 37°C.

Les antibiotique sont actifs soit :

- par effet bactériostatique : il s’agit de 1’arrét de la multiplication bactérienne, sans

entrainer la mort de la bactérie ; cette action est obtenue lorsque la concentration de

I’antibiotique dans 1’organisme attient la valeur de la CML

-Soit par bacteéricide : il s’agit dans ce cas de la mort bactérienne obtenue la concentration de

I’antibiotique attient la valeur de la CMB.

Un antibiotique est dit bactéricide lors que les CMI sont proches des CMB (rapport

CMB/CMI voisin de 1).

L’action antibactérienne des antibiotiques in vivo dépond da la sensibilité de la

souche bactérienne mais également d’autres critéres qui peuvent étre groupés en deux

rubriques :
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e la diffusion et la pénétration de 1’antibiotique au niveau du foyer infectieux.
e les facteurs propres a la bactérie : dans quelques cas, des populations
bactériennes paraissent manifester une veéritables « indifférence » vis-a-vis

de Concentration pourtant élevées d’antibiotique (47).

V.4 Antibiogramme : L'antibiogramme a pour but de déterminer la Concentration

Minimale Inhibitrice (CMI) d'une souche bactérienne vis-a-vis de divers antibiotiques. La
détermination de cette valeur est peu précise, mais elle est consacrée par l'usage et elle

bénéficie d'une masse importante d'informations recueillies a son sujet.

V.4.1.Méthodes de dilution :
Les méthodes de dilution sont effectuées en milieu liquide ou en milieu solide.

Elles consistent a mettre un inoculum bactérien standardisé au contact de concentrations

croissantes d'antibiotiques selon une progression geométrique de raison 2.

A) En milieu liguide : L'inoculum bactérien est distribué dans une série de tubes (méthode

de macrodilution) ou de cupules (méthode de microdilution) contenant I'antibiotique Il reste
un tube (contrdle) ou témoin de croissance de la souche a tester. La galerie ainsi préparée
sera incubée a 37°C pendant 24 heures. Aprés incubation, la CMI est indiquée par le tube ou
la cupule qui contient la plus faible concentration d'antibiotique ou aucune croissance n'est

visible.

1 2 4

Témo g 16
? e Famldl
Ch

Figure 10 : Détermination de la CMI par dilution en milieu liquide.
La CMI de la souche testée est de 2 pg/mL (premier tube dans lequel aucune croissance n'est

visible a I'oeil nu).
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B) En milieu solide : Consiste & incorporer I'antibiotique a une concentration donnée dans

la gélose, maintenue liquide a 42°C. Une série de boites de Pétri est préparée avec des
concentrations d'antibiotique variant selon une progression geométrique de base de 2,
comme précédemment. Puis sont préparées les suspensions des différentes bactéries a
examiner qui sont alors distribuées dans les microcupules métalliques (exemple d'un
systéme a 20 cupules).

Des tiges métalliques stériles plongent dans chaque cupule. Puis par un mouvement
de translation sont déposees les différentes bactéries sous le méme volume (de I'ordre du
microlitre) a la surface du milieu gélosé ou solide.

Apres avoir ensemencé la série de boites, celles-ci sont incubées dans une étuve
jusqu'au lendemain. La lecture est alors effectuée: il est facile de repérer I'emplacement de

chaque souche et de noter croissance ou absence de croissance.

Jf? "o / Q ° \
. . c . k .) j
Ix\w/*’ .k“'m__/// \xw

Témoin 0,5
ug fml

Figure 11 : Détermination de la CMI par dilution en milieu gélosé.

Une boite de Pétri permet de tester jusqu’a 30 souches différentes. Dans I'exemple
présenté ci-dessus, le nombre de souches est limité a quatre.

La CMI de la souche 3 vis-a-vis de I'antibiotique incorporé a la gélose est de 1 1 g/mL.
La CMI de la souche 2 est de 2 n g/mL. Les déterminations des CMI des souches 1 et 4

nécessiteraient de tester des concentrations plus fortes en antibiotique (48).

v’ Les avantages de la dilution en gélose comprennent :

e La capacité de tester plusieurs bactéries sur le méme ensemble de boites de gélose en
méme temps (a I’exception des bactéries envahissantes) ;

e Le potentiel d’améliorer 1’identification des points finaux de la CMI et de développer
la gamme de concentration antibiotique ;

e La possibilité de semi-automatiser la méthode en utilisant un appareil de réplique des

inoculums. Des appareils de réplication des inoculums sont disponibles
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commercialement et ils peuvent transférer entre 32 et 36 inoculums bactériens

différents sur chaque boite de gélose (49).

V.4.2. Méthode de la diffusion en disque :

La diffusion en disque se référe a la diffusion d’un agent antimicrobien d’une
concentration spécifique a partir de disques, tablettes ou bandes, dans le milieu de culture
solide, qui a été ensemencé avec I’inoculum choisi et isolé en culture pure. La diffusion en
disque est basée sur la détermination d’une zone d’inhibition proportionnelle a la sensibilité
bactérienne a 1’antimicrobien présent dans le disque.

La diffusion de 1’agent antimicrobien dans le milieu de culture ensemencé résulte
d’un gradient de I’antimicrobien. Quand la concentration de 1’antimicrobien devient si
diluée qu.il ne peut plus inhiber la croissance de la bactérie testée, la zone d’inhibition est
démarquée. Le diamétre de cette zone d’inhibition autour du disque d’antimicrobien est

corrélée avec la concentration minimale inhibitrice (CMI) pour la combinaison particuliere

Généralement, plus la zone d’inhibition est importante, plus la concentration
d’antimicrobien nécessaire pour inhiber la croissance bactérienne des organismes est faible.
Cependant, cela dépend de la concentration d’antibiotique contenue dans le disque et de sa
diffusibilité.

Note : Les essais de diffusion en disque qui sont basés uniquement sur la présence ou
I’absence d’une zone d’inhibition en négligeant la taille de la zone d’inhibition ne sont pas

acceptables pour les méthodologies AST (50).

V.4.2.1. Procédure de diffusion en gélose (51, 52) :

La méthode de diffusion en milieu gélosé présentée dans ce chapitre a été

standardisée par le Comité national des normes pour laboratoires cliniques (NCCLS) et elle

est exécutée exactement comme 1’indique le protocole ci-apres.

e Gelose de Mueller-Hinton : La gelose de Mueller-Hinton est le seul milieu de

culture solide pour I’étude de sensibilité qui ait été validé par le NCCLS. Il est
recommandé de toujours utiliser la gélose Mueller-Hinton pour les épreuves de
diffusion en gélose, en fonction des directives internationales et du NCCLS. Etant
donné que la maniere dont la gélose Mueller-Hinton est préparée peut affecter les
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la section C ci-aprés pour des instructions sur la préparation et le contrdle de qualité
de ce milieu (52).

e Préparation du standard de turbidité McFarland : Un standard de McFarland 0,5

doit étre préparé et un controle de la qualité sera effectué avant de commencer le test
de sensibilité. S’il est hermétiquement fermé et gardé dans le noir, le standard peut
étre conservé pendant 6 mois. Le standard McFarland est utilisé pour ajuster la

turbidité de I’inoculum pour le test de sensibilité.

e Préparation de I’inoculum : Chaque culture doit &tre ensemencée en stries sur une

gélose non inhibitrice (gélose au sang, gélose d’infusion de cceur et de cerveau ou
gélose trypticase soja) pour obtenir des colonies isolées. Apres une incubation d’une
nuit a une température comprise entre 35 et 37°C, choisir 4 a 5 colonies bien isolées

avec une anse ou une aiguille d’inoculation et les transférer dans un tube de solution

d’infusion de cceur ou trypticase soja).

Emulsionner une quantité suffisante de culture bactérienne dans la solution salée ou
le bouillon pour que la turbidité avoisine celle du standard McFarland 0,5. Cette
comparaison peut étre faite plus facilement si les tubes sont observés contre une fiche de
papier blanc avec lignes noires (voir Figures 111.24). Si c’est nécessaire, la turbidité peut étre
diminuée en ajoutant plus de solution saline stérile ou de bouillon.

La méthode de culture peut aussi étre utilisée pour préparer I’inoculum. Quatre ou
cing colonies issues de la culture développée pendant une nuit sur la gélose sont inoculées
dans le bouillon (bouillon de Mueller-Hinton, infusion de coeur ou bouillon trypticase soja).
Incuber le bouillon a 35°C jusqu’a ce qu’il devienne trouble et ensuite ajuster la turbidité a

la bonne densité.
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Figure 12 : Comparaison de McFarland 0,5 avec la suspension de 1’inoculum. De gauche a
droite, les tubes sont le standard McFarland 0,5, E. Coli ATCC 25922 ajusteé a la turbidité

McFarland 0,5 et la solution saline non inoculée

Procédure d’inoculation : Dans les 15 minutes suivant ’ajustement de la turbidité

de la suspension servant d’inoculum, tremper un écouvillon de coton dans Ia
suspension. Presser fermement contre la paroi intérieure du tube juste au-dessus du
niveau du liquide, tourner 1’écouvillon pour enlever les liquides excédentaires. Etaler
a trois reprises sur la surface entiere de la gélose, en tournant la boite a environ 60°
apres chaque application pour obtenir une distribution €gale de 1’inoculum (Figure

111.25). Enfin, écouvillonner partout autour du bord de la surface de la gélose.

Figure 13: Inoculation des boites de Petri

Disques _imprégnés d’antibiotiques : Les réserves de disques impregnés

d’antibiotiques doivent étre gardées au réfrigérateur (4°C). Une fois les disques
retirés du réfrigérateur, laissé a température ambiante, les récipients fermés pendant
environ une heure pour permettre a la température de s’équilibrer. Cela limite la

condensation qui se produit quand I’air entre en contact avec les disques. Si on utilise
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un distributeur, son couvercle doit fermer et parfaitement il doit étre conservé au
réfrigérateur. Il faut également le laisser se réchauffer a température ambiante avant
I’utilisation.
Appliquer les disques d’antibiotiques sur les boites de Pétri dés que possible mais
pas plus de 15 minutes aprés 1’inoculation. Placer les disques individuellement avec des
pinces stériles ou avec un distributeur mécanique et les placer doucement contre la gélose.
En genéral, il ne faut pas placer plus de 12 disques sur une boite de 150 mm et pas plus de 4
disques sur une boite de 100 mm. Cela évite le chevauchement des zones d’inhibition et une
erreur possible de mesurer. Certains antimicrobiens du disque diffusent presque
immédiatement et par conséquent, une fois que le disque entre en contact avec la surface de

la gélose, il ne doit plus étre déplacé.
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cMa Diamétre d’inhibition

Figure 14 : Application des disques d’antibiotiques.

e Lecture et interprétation des résultats : Une fois que les disques sont placés sur la

gélose, il faut incuber la boite a 35°C pendant 16 a 18 heures. Aprés une nuit

d’incubation, le diametre de chaque zone d’inhibition (diameétre du disque compris)

est mesuré en mm et noté. Les mesures peuvent étre prises avec une regle sur le fond

de la boite sans enlever le couvercle.

Dans la pratique, les résultats de la technique des disques doivent étre considérés

comme uniquement qualitatifs en raison de la variabilité experimentale des diamétres et de

I'erreur sur les valeurs de la pente et de I'ordonnée a l'origine des droites de régression. Ces
droites de concordance sont tracées expérimentalement a lI'aide de nombreuses souches.

En général, on utilise un minimum de 100 souches appartenant au moins a quatre genres

bactériens différents.
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Une droite de concordance n'est valable que pour un disque contenant une
quantité déterminée d'un antibiotique donné.

Les zones d’inhibition doivent étre comparées au tableau d’interprétation des
tailles des zones et notées en fonction des catégories suivantes : sensible (S), intermédiaire

() et résistant (R) pour chaque antibiotique testé.

Figure 15 : Lecture des zones d’inhibition.

V.4.2.2. Intéréts pour Putilisation de la méthode de diffusion par disque :

La diffusion en disque est facile a mettre en oeuvre, reproductible et ne nécessite

pas d’équipement onéreux. Ses principaux avantages sont :

Un faible co(t ;
Une facilité de modification des disques antimicrobiens si nécessaire ;

Elle peut étre utilisée comme test de tri lorsqu.il y a un grand nombre d’isolats ;

e Elle peut identifier un sous-groupe d’isolats destinés a des tests ultérieurs par
d’autres méthodes, telle que la détermination de la CMI.

La mesure manuelle des zones de d’inhibition peut prendre du temps. Les dispositifs
automatisés avec zone de lecture sont disponibles et peuvent étre intégrés avec le rapport de
laboratoire et les systemes de manipulation de données. Les disques devraient étre distribués
¢galement de sorte que les zones d’inhibition autour des disques antimicrobiens dans 1’essali
de diffusion en disque ne se chevauchent pas et qu’ainsi la zone d’inhibition puisse étre
déterminée. Généralement cela peut étre effectué si les disques sont distants d’au moins 24
mm de centre a centre, bien que cela dépende de la concentration du disque et de la capacité

de I’antimicrobien a diffuser dans la gélose (53).
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V.5. Classification des antibiotiques :

Pour pouvoir mieux connaitre les antibiotiques afin qu’ils soient utilisés a bon

escient, on a procédé a leur classification selon certains critéres :

e Les antibiotiques ayant une méme structure chimiques, a l’origine de leur

mécanisme d’action, se classent dans une méme famille ;

e au sein d’'une méme famille, les antibiotiques peuvent se différencier par leur

spectre d’activité et sont réunis alors dans des groupes ;

e au sein d’'un méme groupe, l’activité antimicrobienne est identique mais les
antibiotiques peuvent se différencier par leur propriété pharmacologique ou leur

tolérance. (54)

v B - Ictamines : Les béta lactamines constituent la famille d’antibiotiques la plus
utilisée en antibiothérapie. Ils représentent une vaste famille d’antibiotiques bactéricides

qui possedent comme structure de base le cycle béta-lactame

v' Glycopeptides : Les antibiotiques importants que renferme cette famille sont la
Vancomycine et Teicoplanine. Ces deux molécules n’agissent que sur les bactéries a
Gram positif en inhibant la synthese du peptidoglycane et donc la croissance des
bactéries (55)

v" Aminosides : Leur structure est a base de sucres aminés Les principales molécules sont

Streptomycine, Gentamicine, Netilmicine, Tobramycine, Amikacine. Est un
antibiotique bactéricide. lls se fixent de fagon irréversible sur le ribosome des bactéries

et inhibent la traduction en provoquant des erreurs de lecture de I’ARN messager (56).

v' Macrolides : Les antibiotiques macrolides sont caractérisés par le cycle lactone relié
aux molécules de sucres .Il y a une grande variété d’antibiotiques macrolides, le plus
connu est 1’érythromycine. Il est un inhibiteur de synthése de protéine au niveau de la

sous-unité 50S du ribosome (bactériostatiques (57).

v" Quinolones : Les quinolones sont des antibiotiques bactéricides a large spectre, on

distingue les antibiotiques de :

-
:
:
:
:
:
i
:
i
:
:

On a 5 grandes familles des antibiotiques : i
i
:
:
:
:
:
:
i
i
i
i
i
:
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- 1ére génération : Acide nalidixique ;
- 2éme génération : fluoroquinolones : Norfloxacine, Ofloxacine, Ciprofloxacine ;

- 3éme génération : Lévofloxacine, Moxifloxacine (58).

V1. Les B-lactamines :

Les B-lactamines constituent la famille d’antibiotique la plus vaste et la plus
importante, aussi bien par le nombre que par la diversité des molécules utilisables par leurs
indications en thérapeutique et en prophylaxie des infections bactériennes. Cette famille
comprend un grand nombre de molécules, toutes caractérisées par une structure de base : le

noyau de base est le cycle B-lactame (59).

—

—NH
7

Figurel6 : Cycle p-lactame

Elles partagent une structure commune qui comprend de fagcon constante un cycle
B-lactame et, pour la plupart d’entre elles, un second cycle (Figure 1.16). Ainsi, en fonction

des cycles et des chaines latérales associées, on distingue (59):

e Les pénicillines également appelées les pénames : les molécules de ce

groupe possédent un cycle thiazolidine accolé au noyau P-lactame. Elles
different par la nature de leur chaine latérale (60).

e Les céphalosporines : constituées d’un noyau B-lactame associé a un noyau
dihydrothiazine (61).

e Les carbapénémes : se distinguent des pénicillines par la présence d’un

atome ce carbone au lieu d’un soufre en position 1 et une liaison insaturée
en C2-C3, également présenté sur les céphalosporines
e (62).

e Les monobactames : le noyau est limit¢é au cycle PB-lactame. Seul

I’aztréonam est a I’heure actuelle utilisé en clinique humaine (57).
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e Les clavames : leur représentant est 1’acide clavulanique. Ces molécules
sont des inhibiteurs B-lactamases, ayant une structure de pénicilline mais
dépourvues d’activité antibiotique significative, ont la propriété de se lier a

certaines B-lactamases et de les inhiber de maniere irréversible (63).

CH,

HO“™N, . 3
—S
.
OM 0
~’”. . COOH
~ N
0 . . R
00N : Carbapénémes R(,ONH\ .
Acide clavulanique . AN
0 R"
Monobactames
R.CONH
\__ -5
AN/ 4" +  RCONH S
0 Y ]
COOH N R
/I;LH Y
Pénicilline: COOH
@)
BETA-LACTAMES Céphalosporines

Figure 17 : Classification des B-lactamines.

VII. Amoxicilline :

L’amoxicilline est une molécule dont la masse moléculaire est de 365,4 g/mol .Tel
qu’illustré a la figure ci-dessous, elle posséde trois groupements ionisables : le groupement
acide carboxylique COOH sur le cycle thiazolidine, le groupement hydroxyle OH du cycle
para-hydroxyphényle et le groupement amine primaire sur la chaine latérale du cycle -
lactame (64)
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. Cycle thiazolidine
Cycle B-lactame
Groupement amine
-------- . Groupement acide carboxylique
— - = Groupement hydroxyphényle

Figure 18 : Structure semi-développée de I’amoxicilline.

La structure des peénicillines dérive du noyau péname, qui comporte un cycle
azetidine-2-one. L’acide 6-aminopénicillanique (6-APA) constitue la structure de base des
pénicillines, la substitution par acylation de la fonction amine conduisant a des dérivés se
distinguant par leur pharmacocinétique, leur stabilité, le spectre antibiotique et la résistance

aux p-lactamine

VII.1.Procédé d’obtention :

Au niveau des productions industrielles décrites dans la littérature, les procédés

chimiques ou enzymatiques (65). Le 6- APA est quant a lui obtenu a partir de pénicilline G
(PEN G / Benzyl-pénicilline) apres rupture de la liaison amide [ -CONH- ], via I’utilisation

'
!
!
'
!
'
!
'
!
'
!
'
!
i d’obtention de 1’amoxicilline trihydratée a partir de 1’intermédiaire clé 6-APA sont
!
i de méthodes enzymatiques ou chimiques.
!
'
'
'
'
'
!
!
i
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Les méthodes d’obtention classiques par voie chimique (via le sel de Dane) de
I’amoxicilline impliquent typiquement plus de 10 étapes, nécessitent des températures
réactionnelles basses (- 30°C), et utilisent des solvants toxiques comme le chlorure de
méthyléne ainsi que des réactifs de silylation. Il est reporté que la production d’un
kilogramme d’amoxicilline génére jusqu’a environ 70 kg de déchets non recyclables (66) .au
contraire, les méthodes enzymatiques nécessitent beaucoup moins d’étapes, utilisent des
conditions réactionnelles plus douces, et générent moins de déchets. Cette derniere approche
est en voie d’implantation pour les productions industrielles : la synthése enzymatique est
utilisée par (De Staats Mijnen) depuis 2006, et le sera prochainement par (GlaxoSmithKline)

sur son site de Singapour (67) Il est a noter dans la littérature des essais d’obtention «one-
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Figure 19: exemple de procédés d’obtention de I’amoxicilline

pot» d’amoxicilline directement a partir de PEN G7.
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De nombreuses voies de synthese d’Amoxicilline sodique a partir d’amoxicilline
trihydratée sont décrites dans la littérature (par exemple traitement par 1’hydroxyde de
sodium, ou le 2-éthyl hexanoate de sodium, ou le diéthyl oxaloacétate de sodium) (68).

L’amoxicilline est une molécule amphotere : les valeurs de pKa de ces groupes
donneurs de protons respectivement (-COOH et —OH) et celui de son groupe receveur de
protons (-NH) sont respectivement de 2,4 et 7,4 et 9,6 (69) Le point isoélectrique (pl) est la
valeur de pH a laquelle la charge nette de la molécule est nulle .Sa valeur pour
I’amoxicilline est égale a 6,0 car la valeur de pKa du groupement hydroxyle n’est pas prise
en compte étant donné sa proximité avec la valeur du pH sanguin.

Cette valeur de pl indique qu’une grande proportion des molécules d’amoxicilline
présentes dans le plasma et en proximité immédiate avec les microvillosités de I’intestin
gréle posséderaient une charge ionique neutre, ce qui favoriserait leur diffusion
transmembranaire et, par conséquent, leur absorption intestinale et leur diffusion

extravasculaire

VIII. Les excipients :

Les excipients, nommés également «véhicules» ou «adjuvants », sont des
substances inactives par elles-mémes, mais qui facilitent I’administration et la conservation
du principe médicamenteux. Une des qualités principales recherchées pour un excipient est
son inertie ; en effet, il doit étre dans la mesure du possible, inerte vis-a-vis des PA, des

matériaux de conditionnement et de 1’organisme (70).

Tout composant autre que le(s) principe(s) actif (s) présent dans un médicament,
on utilise pour sa fabrication, la fonction d’un excipient est de servie le vecteur « véhicule
ou base » ou principe actif, on entre dans la composition du vecteur contribuant a certaines
produit tel que, la stabilité, I’aspect et ’acceptabilité pour le patient. Le médicament contient

un ensemble d’excipient.

VIIl.1.Le role d’excipient :

» Le transport du principe actif vers la cellule malade.

» La protection du principe actif lors de I’administration.

» Les excipients améliorent ’efficacité du principe actif: c’est le cas d’un
excipient pour forme a libération prolongée qui augmente la durée d’activité.

dans cette partie, on va présenter les excipients utilisés dans notre travail.
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VII1.2.L e saccharose :

Le saccharose, notre sucre de table habituel, est un disaccharide de formule
C12H22011 constitué d’une unité glucose (cycle a 6 atomes) et d’une unité fructose (cycle a 5
atomes), isomeres de structure C¢H120s. Son nom chimique est le B-D-fructofuranosyl-
(2>1) a-D-glucopyranoside. Avec une production mondiale de 1’ordre de 170 Mt/an, c’est

la premiere molécule organique de I’industrie (71).

Glucose Fructiose

W

Saccharnse oD G lucopyrannosyl-p-D-fructofurannose

Figure 20 : structure chimique du saccharose.

La majorité des comprimés sont sans sucre (notamment ceux du diabete), plusieurs
produits contiennent du lactose au pouvoir sucrant 1000 fois moins élevé que le
saccharose...ou du sorbitol, du mannitol, du lactitol moins nocif pour vous, sans oublier les
édulcorants comme I'aspartam. Ceci pour masquer le mauvais go(t des substances
chimiques, et parfois pour optimiser I’action des principes actifs. Les granules
homéopathiques contiennent 0,21 g de saccharose pour 5 granules, une dose 0,85 g de

saccharose, ce qui est peu, sachant qu’un morceau de sucre fait 5 g (72).

V111.3.Benzoate de sodium :

Le benzoate de sodium a pour formule chimique NaC;Hs0, ou CgHsCOO ; Na™. Il
s’agit du sel de sodium de I’acide benzoique qui a pour formule C¢HsCOOH. Le benzoate de
sodium est une base faible (pKa = 4,2) ayant pour solubilité 630g/L a 20°C. Le benzoate de
sodium précipite en présence d’acides forts comme 1’acide sulfurique libérant dans le milieu
son acide conjugué : I’acide benzoique, il est commercialisé sous forme de poudre cristalline

ou de granulé(72).
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Figure 21 : Structeure chimique du banzoate de sodium

Industriellement, des procédés de chimie organique sont utilisés pour synthétiser

I’acide benzoique. Trois procédés sont principalement employés :

» Obtention de I’anhydride phtalique par oxydation de naphtaléne. Un catalyseur est
nécessaire : ’oxyde de vanadium. L’acide benzoique est ensuite produit par
décarboxylation de 1’anhydride phtalique.

» Obtention d’acide benzoique par oxydation de toluéne en présence d’acide nitrique.

» Obtention d’acide benzoique par hydrolyse du tricholorobenzeéne. Le benzoate de
sodium est finalement obtenu par une réaction acido-basique entre 1’acide benzoique
et I’hydroxyde de sodium, ayant pour formule chimique NaOH. L'hydroxyde de
sodium est appelé couramment soude.

Il est retrouvé naturellement dans certains fruits comme les airelles, les
canneberges, la cannelle, les pruneaux, les clous de girofles. Le benzoate de sodium est
également retrouvé dans certains médicaments comme les trophires pour les nourrissons. En
effet, le benzoate de sodium est un expectorant car il élimine les sécrétions bronchiques. Il
est généralement le principal agent actif du médicament. Il est également utilisé comme

antiseptique dans certains médicaments (72).

VIIl.4.Citrate de sodium :

Le citrate de sodium se présente sous la forme d'une fine poudre blanche. Le citrate
de sodium est trés efficace pour lutter contre I'acidité. Il est ainsi employé en tant qu'additif
alimentaire dans différentes préparations (bonbons, gelées, boissons gazeuses...) pour en
stabiliser l'acidité. Sur I'emballage, il est désigné sous la nomenclature E331. On le trouve
aussi dans certains produits cosmétiques. La consommation de citrate de sodium, si elle reste

limitée, ne représente apparemment pas de danger particulier pour la santé (73).
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O OH O

+ - - +
Na" 0 0" Na
- +
0" O 'Na
Figure 22 : Structure chimique du citrate de sodium

Le citrate de sodium est list¢ comme régulateur de 1’acidité, séquestrant,
émulsifiant et stabilisant au standard international du Codex alimentarius et peut, selon ses
critéres, étre ajouté a de nombreux aliments sans limite de dosage autre que celle estimée

nécessaire par le producteur (74).

Il peut également étre utilisé dans la fabrication d'enzymes alimentaires, de
nutriments (vitamines, minéraux, ...) pour adultes et pour enfants et ne sera, dans ce cas, pas

étiqueté avec les ingrédients (75).

On peut aussi le trouver dans les cosmétiques entre autres comme agent masquant

pour inhiber I'odeur ou le goGt ainsi que dans les pharmaceutiques (76,77).

VII1.5.Lasilice :

La silice (silicium) est un oligo-élément dont la forme naturelle est le dioxyde de
silicium, lequel est présent dans de nombreux minéraux. On retrouve de la silice dans divers
aliments complets mais également dans nos os, nos muscles ou notre cartilage. De nombreux
produits de santé sont a base de silice et notamment de silicium organique. Ce dernier est
réputé bénéfique pour la santé des articulations et des os (par exemple en cas d'arthrose,
d'ostéoporose) mais aussi de la peau et des cheveux et des ongles. Le silicium organique
pourrait aussi renforcer le systeme immunitaire.

La matiere premiére de la silice provient de I’oxygene (48,8%) et du silicium (28%)
de I'écorce terrestre. La silice dont la forme naturelle est le quartz.est présente dans de
nombreuses roches et constitue 12% de la masse de I'écorce terrestre. En pratique on utilise
soit de la silice naturelle (matériau brut) soit de la silice synthétique.

Les silices synthétiques sont constituées de dioxyde de silicium de grande purete.
Elles se présentent sous forme d'une poudre blanche et leurs propriétés dépendent de leur

mode de fabrication. On distingue généralement les procédés par voie humide permettant
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d’obtenir la silice précipitée, le gel et le sol de silice, des procédés par voie thermique
permettant d’obtenir la silice pyrogénée, la silice a l'arc et la microsilice. Ces silices,
amorphes, ne présentent pas de risque élevé de silicose comme les silices cristallisées.

Les monocristaux de quartz sont constitués de silice ultrapure cristallisée sous la
forme alpha du quartz. lls sont préparés par croissance hydrothermale, en général, sur des

cristaux de quartz naturel (78).

VII1.6.Les aromes :

Tous les aliments sont composés de protéines lipides, glucides, sels minéraux,
vitamines. Cependant, aucun de ces composants ne donnent de godt. C’est pourquoi la
perception des aliments est le résultat d’une combinaison de composés volatils odorants.
L’organisme peut alors les discerner de deux maniéres : par voie nasale directe (ce qui
correspond a I’odeur) ou par voie rétro nasale lorsque 1’aliment est placé dans la bouche, ce

qui donne alors naissance a 1’aréme. L’ardme d’un aliment est I’ensemble des substances

gazeux respiratoire pour créer des sensations olfactives. (79, 80).

Les ardmes ne possédent aucune qualité nutritive, mais jouent cependant un role
essentiel. En effet, le golt et 'odeur d’une denrée sont les facteurs qui déterminent
I’acceptation de celle-ci par un individu et stimule son appétit. Les ardbmes sont présents
dans les aliments en trés faible quantité, voir a 1’état de traces, sauf dans le cas des épices et
des aromates ou leur concentration peut étre parfois trés élevee. (Voir tableau 1). Par
exemple le clou de girofle compte 15 a 20% d’ardmes (81).

Type d’aliment

Viandes, fruits et Iégumes

Quantité d’arome

50 ppm

Herbes aromatique

0.1al%

Epices 1a20%

Tableaul : quantité d’ar6me en fonction du type d’aliment.

Dans notre travail, on va utiliser I’ardme de citron et 1’ardbme de fraise comme
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. Figure23 : Structure semi-développée Fiqure24 : Structure semi-développée i
i d’ardme fraise d’ar6me citronne (limonéne). .
i VI1.7. L'éthylcellulose : .
i L'éthylcellulose est un polymeére biocompatible et non-biodégradable, elle est .
utilisée pour libérer des principes actifs a partir des formes orales par la formation d'une !
i matrice ou film perméable. Elle est largement utilisée dans la préparation des i
i microparticules pour contréler les odeurs, protéger les médicaments contre I'oxydation et la .
’ volatilité, modifier la solubilité, et suivre la libération des principes actifs. !
i L'éthylcellulose est un dérivé de la cellulose dans lequel une partie des groupes i

i hydroxyles des unités glucosiques ont été convertis en groupes éthoxyliques. Elle est
: fabriquée a partir de cellulose végétale, partiellement éthérifiée, aprés un traitement alcalin, !
i par réaction avec du chloroéthane . Elle est pratiquement insoluble dans I'eau (82). i
i Figure 25: Structure chimique de I'éthylcellulose. !
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Partie expérimentale

|. Partie Expérimentale :

I.1. Préparation physico-chimique des microsphéres chargée d’amoxicilline :
1.1.1. Les produits :

< Ethyle cellulose (ET) est obtenue a partir de Fluka Analytical (produit USA)

++ Solvants organiques : Dichlorométhane(DCM) (PROLABO. CHEMICALYS)

< Amoxicilline est provient de Sigma (St. Louis, MO, USA)

¢+ Tension actif : Tween80 (Polyethylene Glycol sorbitan monooleate) est obtenue de
Sigma-Aldrich (USA).

++ Saccharose, Benzoate de sodium, Citrate de sodium, Silice, Arome fraise et Arome

citron sont obtenues a partir de de Sigma (St. Louis, MO, USA).

1.1.2. (Dispositif expérimental) :

Dans notre expérience, deux phase ont été utilisé, une organique et autre aqueuse qui
ont émulsionnés dans un réacteur cylindrique en verre (volume : 1000 mL, diametre externe
=80 mm) sous agitation mécanique avec une turbine d'agitation de 4 pales (longueur de la

pale= 50 mm, largeur de la pale = 08 mm, type : IKA RW20 digital, UK). L’agitateur et la

pale sont présentés sur la figure 26.

Figure 26 : Dispositif expérimental utilisé pour la microcapsulation par évaporation de

solvant
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1.1.3. Formulation des microcapsules :

> Preparation de la Phase organique (interne) : Des quantités précises de différentes
excipients (0,75 g d’amoxicilline, 6g saccharose, 0,015g benzoate de sodium, 0,02g
citrate de sodium, 0,25¢g de silice, 0,2 arome fraise, 0,2 g arome citron et 1,5 g Ethyle
cellulose) ont été solubilisées dans 100mL de dichlorométhane (DCM). La solution
est maintenue sous agitation magnétique pendant 1heur.

> Preéparation de la Phase aqueuse (externe) : 1 % de tween 80 a été solubilisé dans
100mL d’eau distillée. La solution est maintenue sous une agitation mécanique. Cette

solution aqueuse représente la phase continue de I’émulsion

Une fois le tween 80 est solubilisé, on introduit la phase organique dans le réacteur
mécanique. L’agitation est maintenue a une vitesse de 750 rpm (retour par minute) jusqu'a

I’évaporation totale de solvant, la durée atteinte les 3heures. Les microsphéres ont été

a I’air libre.

On a prépare trois formulations en variant le volume de la phase aqueuse (100mL,
200mL et 300mL) pour voir son influence sur la morphologie, la taille et le taux de libération

du principe actif libéré.

1.1.4. Méthodes de caractérisation :

» Détermination de la quantité d’amoxicilline encapsulé : La quantité de 1’agent actif
encapsulé dans les microsphéres fabriquées a été déterminée par la technique d’extraction
dans un solvant bien choisi. Apres un temps suffisant pour la solubilisation et le transfert du
principe actif vers le solvant, la solution obtenue est analysée par spectrométrie UV-Vis a fin
de déterminer la concentration d’agent actif extrait des microspheres.

Le rendement (Rdt%) de la microencapsulation est défini par le rapport de la
quantit¢ d’AMO déterminée par extraction sur la quantité introduite initialement pour

I’encapsulation.

Rdt% = (M AMO extrait/ M AMO initial)* 100 [1]
On a effectué I’extraction d’AMO des 3 formulations dans le pH=1,2(voir le tableau

-
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récupérées par filtration sous vide et lavées trois fois avec I’eau distillée, suivi par un séchage i
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03 page 48) . Ces microspheres de masse 0,1g sont broyées et plongées dans un volume de i
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100 mL dans un flacon bien bouché, agitées pendant 48 heures a une température ambiante.-1
mL de chaque solution a été prélevé, dilué dans le méme milieu et analysé par UV-Vis, a une
longueur d’onde fixée a 276 nm. La quantit¢é d’AMO déterminée par ce dosage représente
alors la quantité réelle en principe actif encapsulé.

» Distribution de taille : La connaissance de la taille et la distribution en taille des
particules est essentielle pour la description des systémes d’émulsion, les suspensions, et les
poudres. Cette caractérisation physique du systéme dépendante des conditions opératoires de
fabrication peu affecter les propriétés chimiques, physiques et mécaniques du systéeme de
particules. Si le systéme est constitué de particules de méme taille, on parle d’un systéme
mono dispersé. Dans le cas contraire, il s’agit d’un systéme poly dispersé s’il est constitué de
particules de différentes tailles. La taille des particules de forme sphérique est représentee par
un diamétre moyen.

La littérature fait apparaitre plusieurs types de diamétre calculés de différentes
manieres selon les techniques utilisées. Dans ce travail et pour caractériser la taille des
microparticules, on a utilisé trois diamétres moyens : en nombre, en surface, en masse. Ces

diametres sont calculés comme suit (83) :

Si: - «i»estlaclasse des particules.
- « ni» nombre de particules de classe i.
Le diametre moyen en nombre : est calculé a partir du dénombrement des particules de méme

diameétre, mathématiquement, il est défini par :

dio = X ni di/ Z ni [4]
Le diametre moyen en surface (diametre de Sauter) : est calculé a partir du dénombrement des
particules de méme surface, mathématiquement, il est défini par :
ds, = X ni di’/ £ ni di? [5]
Le diamétre moyen en masse : est calculé a partir du dénombrement des particules de méme
masse, mathématiquement, il est défini par :
dig=Znidi¥/Znidi [6]

La polydispersité d’un systéeme de microparticules est définie par rapport du diameétre moyen

en masse sur le diamétre moyen en nombre :
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Chapitre IT Partie expérimentale

Un systeme monodispere correspond a une dispersion egale al; plus s’éloigne de 1’unité, plus
le systeme devient polydispersé. La taille des microsphéres est déterminée par microscope
optique (OPTIKA 4083. B1) (VDL-Sidi Bel Abbes).

Un échantillon de plus de 500 microspheres est analysé. Cette population est divisee
en classes de diametres di qui correspond a un centre de classe. On dénombre alors 1’effectif
dans chaque classe ce qui nous permet le calcul statistique, on calcul ensuite les fréquences,
en nombre, en surface et en masse, ainsi la dispersion.

A titre exemple, les résultats des distributions des microspheres de la formulation 01
sont donnés dans le tableau suivant. Les autres tableaux sont classés en annexes. Les résultats
ont été ainsi tracés sous forme des courbes représentative de distribution en taille des

microspheres.

70 ~

50 + ——fréquence en nombre

%
40 -

—fréquence ne surface
0 \ %
30

20 - frequence en

masee%
10

0 10 20 40

Figure 27: Les courbes de distribution en taille des microsphéres AMOF01

En vue de ces courbes, on peut déduire que les systemes obtenus sont polydispersés
car chaque présentation est représentée par des courbes éloignées. Dans le cas contraire, on

doit avoir une superposition de ces courbes.

A partir de ces résultats on peut aussi déterminer les diametres moyens pour calculer

la polydispersité de systéeme de microsphere.
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Classe Centre de Effectif ni  ni*di fréquence ni*di2 fréguence ni*di3 fréquence ni*di4
(um) classe en nombre en surface en masse%

B Di % %
[0-10] 5 67 335 11,3559322 1675 0,8133042 8375 0,174861677 41875
[10-20] 15 368 5520 62,37288136 82800 40,20393299 1242000 25,93172565 18630000
[20-30] 25 114 2850 19,3220339 71250 34,59577567 1781250 37,19072972 44531250
[30-40] 35 41 1435 6,949152542 50225 24,38698713 1757875 36,70268295 61525625
somme 590 10140 100 205950 100 4789500 100 124728750

Tableau 02: Résultats Granulométriques des microsphéres AMOFO01
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Chapitre IT Partie expérimentale

> Observation par microscope optique : La forme et la taille des microspheres ontété
déterminées par microscope optique (OPTIKA 4083. B1) (VDL-Sidi Bel Abas).

> Spectroscopie Infrarouge : Nous avons utilisés un spectrophotométre infrarouge a
transformé de Fourier type 8400-Schimadzu (Laboratoire de Génie Physique a I'Université
Ibn Khaldoun-Tiaret), pour caractériser les microparticules préparées. L'analyse par
spectroscopie FTIR a été effectuée sur des pastilles obtenues en ajoutant 0,002g de la
substance a analyser dispersée dans du bromure de potassium Kbr (0,2g) parfaitement sec. Le
spectre FTIR de chaque échantillon est enregistré a la température ambiante dans la plage de
400-4000 cm-1.

> Observation par microscope électronique a balayage (MEB): Afin d’étudier la
morphologie et la taille des microcapsules, 1’analyse par microscopie électronique a balayage
a été réalisée sur deux formulations (AMOF01 et AMOF02) avec un MEB (JSM-6360LV)
localisé au centre de développement et technologie avancée a I’université Baba Ahcen, Alger.
> Diffraction des rayons X (DRX) : L’analyse DRX des microsphéres a été réalisée a
I’aide d’un diffractométre a poudre (Rigaku — Mini Flex 600) (Laboratoire synthese et

ambiante. L’¢échantillon a analyser est placé sous forme de poudre sur un support plat. Les
conditions générales d’acquisition correspondent a une plage angulaire en 26 allant jusqu'a
70° sous un potentiel de 40 kV et une intensité du courant de 30 mA. La raie Ka du cuivre a

été utilisée comme source des rayons X.

11. Etude cinétigue du relargage d'amoxicilline

11.1. Mode opératoire :

Dans cette partie, un dispositif spécial a été utilisé qui permit de réaliser des
prélévements du liquide seul, sans perte de masse des microparticules.
0,1g de microspheres sont immergées dans une solution de pH 1,2. Des prelevements
de 1mL ont été réalisés pendant 5h. Ensuite, on filtre les microsphéres et on renouvele le pH
acide par le pH=4,5. De méme, des prélévements ont été réalisés pendant 10min. Le pH=4,5 a
été remplace par le pH 6,7 et 7,3 pendant 4h et 12h respectivement. La température a été fixée
a 37C° avec une agitation de 400 r.p.m. Des prélévements ont été toujours réalisés a chaque
pH.
Le 1ml prélevé du ballon est dilué dans une fiole de 10 mL de la méme solution pH.

L’absorbance est ensuite mesurée par le spectrophotomeétre (SHIMADZU, UV-1650PC).
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Chapitre 1T Partie expérimentale

Figure 28: Le dispositif expérimental de la libération du principe actif
Il .2.Préparation des milieux :

On a choisi de préparer des solutions qui ressemblent aux milieux physiologiques de 1’étre

humain. Les quantités nécessaires a la reconstitution des milieux sont présentées dans le

Milieu pH La composition
Estomac 1,2 HCI (IN) :80mL + NaCl : 02g + Ajusté avec 1’eau distillée
jusqu’a 1L
Dirodimum 4,5 Dissoudre 6,80 g de dihydrogéno phosphate de potassium
dans 1000 ml d'eau distillée
Jéjunum 6,7 250 mL de dihydrogénophosphat de 0.2M + 89ml

d’hydroxyde de sodium de 0,2M, ajusté avec 1’eau distillée
jusqu’a 1L

Intestinal Borax (0,025N):2,5g + HCI (0,1 N):20ml+ Ajustée avec

Colon 7,3 I’eau distillée

Tableau 03: Préparation des milieux reconstitués

Ces compositions sont conformes aux normes décrites par la pharmacopée Américaine U.S.
P(8).
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Temps de séjour moyens

T4 10 secandes selon Ly consistance

Prtit volume de Tiquide 3 joun - 10mnd 1 b

lai=3}
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Chapitre IT
Pasition pH moyens
Bauche 6747
Oesophage
Estomac pde
les repas
Duodénum T
Jepanum G647
Tieon Til
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Premders passages &0 quelques manastes.
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passLge dans le caocmm).

‘Cascum et colom ascendant - 1 b

Colon trameverse: a4 h
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Figure 29: pH et temps de séjour des matieres solides le long du tractus digestif

11 .3. Facteurs influencant les transferts de matieres :

e L 'agitation du milieu :
La concentration de la solution devrait étre uniforme en tout point de la solution, et cette
uniformité est maintenue grace a l'action d'un agitateur magnétique dans le flacon (vitesse de
rotation fixée a 750 r.p.m pour toutes les expériences). Puisque le non agitation du milieu
réactionnel entrainera la formation d'un gradient de concentration a l'intérieur de la solution,
donc source d'erreur lors des analyses en spectrophotométrie U.V.

e Latempérature du milieu :
L'influence de la température est trés importante dans les phénomeénes de diffusion (intervient
dans la solubilité du principe actif et facilite la diffusion).Toutes nos expériences ont été
effectuées a température constante 37°C (température du corps humain), a l'aide d'un agitateur

chauffant.

e Lanature du milieu, son pH et son volume
- La nature du milieu, comme la température, intervient sur la solubilité de I'agent

actif, laquelle influera sur la diffusion.

.
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Le pH du milieu influe sur la vitesse d'hydrolyse et sur la solubilité du principe
actif.

Le volume du milieu influe d'une part sur la solubilité de I'agent actif, et d'autre
part sur sa masse libérée au temps infini (temps a I'équilibre).

Cette influence du volume du liquide conduit a deux méthodes expérimentales :

» Méthode " non sink' :

I'expérience. La concentration du principe actif augmente au cours de l'expérience.

ou le volume choisi (100 ml) est utilisé pour toute

» Méthode "'sink™ : le volume est constamment renouvelé par du liquide vierge, le
volume utilisé est donc plus grand La premiére méthode (non sink) est beaucoup plus
facile a réaliser, et c'est cette méthode que nous avons utilisée dans toutes nos

experiences.
Il .4. Conditions de mesures :

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

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

La préparation des microspheéres : est faite de la méme maniere expliquée.

Le verre fritté : il est utilisé pour empécher 1’acensement des microsphéres lors du
prélevement et éviter la perte de masse des microspheres.

La composition du milieu d'étude : la préparation du milieu liquide environnant se
fait par quantité de 5 litres afin d'assurer toutes les dilutions nécessaires pour une
méme expérience avec le méme liquide.

La température : maintenue constante a 37°C a l'aide d'un agitateur chauffant.
L'agitation : constante durant toutes nos expériences, et fixée sur 750 r.p.m a l'aide
d'un agitateur magnétique.

La longueur d'onde maximale : les mesures sont effectuées a l'aide d'un appareil

UV. Vis calibré a une longueur d'onde fixe propre au principe actif étudié.

.
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Il .5.Analyse du principe actif :

11.5.1 Recherche de A max : La valeur de la longueur d’onde est déterminée en faisant les
spectres U.V d’une solution préparée d’amoxicilline (10 mole. Litre™) dans les différents
pH. On donne ci-dessous la courbe spectrale d’absorption de la solution d’amoxicilline dans
le milieu de pH=1 ,2.

Abs

AMnm)
Figure 30 : Le spectre (vert) d’absorption d’amoxicilline dans le milieu pH=1,2.
La valeur de A max ainsi trouvée max (AMQ) = 228) est maintenue constante pour
suivre le relargage du principe actif étudié¢ (AMO). L’appareil utilisé est le spectrophotometre

(JSM-6360LV) du Laboratoire de recherche de I’Université Ibn Khaldoun de Tiaret.

11. 5.2.Courbe d’étalonnage et Calcul de €max:

Une courbe d’étalonnage d’amoxicilline est réalisée afin de déterminer € max du
principe actif. Le spectrophotometre utilisé est de marque UV-1650PC (SHIMADZU). Des
solutions & des concentrations connues (10°3-10“ mole. Litre™®) d'amoxicilline ont été
analysées entre 200 nm et 400 nm.

La Densité Optique (D.O) ou 1’Absorbance (A) et la concentration (mole/litre) sont

liées par la loi de Beer- Lambert :

(D.O) max=log (Imax/lo) = € max.l.C : (D.O) max = € max.l.C,
Ou:

* Imax/lo : est la transmittance.

* € max : le coefficient d’absorption spécifique (L.cm™.mole™).

* C : la concentration en mol/l de la solution.

* | : la longueur de la cellule en quartz (1cm).
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A partir de 5 solutions de concentrations connues, il est possible de tracer la «Droite
d’Etalonnage », permettant de déterminer la valeur de emax d'amoxicilline. La valeur de emax

correspond & la valeur de la tangente de la droite (D.O) max=f(C).

y =23857x+0,1571
R?=0,9825

Abs

0 0 T T T T T 1
0 0,00002 0,00004 0,00006  0,00008 0,0001 0,00012

C (mol/1)

Figure 31 : Courbe d’étalonnage d'amoxicilline a pH=1,2 et T 37°C.

Les valeurs des coefficients d’absorption spécifiques trouvées sont données dans le

tableau4 :

PH milieu 1.2 4.5 6.7 7.3

¢ (L. mol-t.cm?) 23857 26143 18714 22429
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Tableau04: Valeurs de & max d’amoxicilline pure dans chaque pH a 37°C.

Il .5.3. Recherche de I’espéce prédominante d'amoxicilline :

Puisqu’on étudie la libération du principe actif dans différents milieux, la
connaissance de la particule diffusante dans le milieu d’étude est importante. Cela se fait en
tenant compte des pks du principe actif (AMO). L'amoxicilline a trois pka = 2,4, 6,71 et 9,6
corresponds respectivement aux fonctions acides carboxylique, le phénol et I'amine (83).

On applique 1’équation d’Henderson pour apprécier les rapports des concentrations
(C16 H1g N3 Os S)/ (C16 His N2 Os S, NH3")= (Base)/ (Acide). A titre exemple, on donne les
calculs pour le pK 2,4 a pH=1,2.

[Basze]
= +
pH pK |0g [acide]
_ [ bas=e]
N 1,2=2,4+log Taoida]
Olle [ENe [ENe [N [ENe NN NN [ENe OENe [ENe [ENe [OENe [ENe [ENe

Ollle OENe [ENe [ENe [ENe [ENe [ENe [N [ENe [ENe (NN ENe [ENe [ENe [N [OENe [ENe [ENe [OENe [OENe [ENe [OENe [OENe [N m!



i-] ollN oEN] ENN oENN AN EN EN EN o EN ENN EN EN EN ElN M M ENN ElN ElN ElN ENN oENN oENN oEN

Hl] oEE] oEE] oENN oMl oMl oEEN o EEN o ENN o EEN o EEN EE oEEN o EEN oENK o
Chapitre 1T Partie expérimentale
[Bass] —
—> Log lacids] 12
[bazs] _
[aeids] =030

Les autres valeurs sont classées dans le tableau suivant :

1,2 0,30 247,1 4,410
45 0,12 9,11 1,64.10°
6,7 0,013 1,01 18,1
7.3 7,44.10° 0,55 2,3

Tableau 05 : Les valeurs [base] / [acide] dans les reconstitués

En vue des valeurs classées dans le tableau. On déduit que :

»Dans le pH =1,2, 'AMO est libéré sous forme :

NH,
NH,

H
N

g

/"_N/lln,,,
/
/'/l/// //O_

0

W\ T

S, CH
CH,

7 iy,

Figure 32 : Structures semi-développées de I’amoxicilline dans le pH=1,2

» Dans le pH= 4,5, on retrouve les deux structures suivantes :

NH,

HO

. T

Figure 33 : Structures semi-développées de I’amoxicilline dans le pH=4,5
53
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» Dans le pH=6,7, plusieurs formes se retrouvent au méme temps les fonctions

suivantes :

Figure 34 : Structures semi-développées de ’amoxicilline dans le pH=6,7

» Dans le pH =7,3, 'AMO est libéré sous les formes suivantes :

NH,

HO

/ "oy 7 iy,

Figure35 : Structures semi-développées de 1’amoxicilline dans le pH=7,3

F
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111 . L activité antibiotique

111 .1.1. Préparation de la suspension :

Une suspension bactérienne de densité équivalente au standard de 0,5 Mac Farland (0,1-
0,08) est préparée puis diluée avec I’eau physiologique jusqu'a avoir une DO= 0,095 pour la

souche de Pseudomonas aeruginosa. Pour les souches Staphylococcus aureus et Escherichia

coli, la densité apres la dilution est DO= 0,091. Les observations ont été réalisé a z=630nm

Figure 36: Les 3 souches bactériennes Pseudomonas ; S. aureus et E. coli

111.1.2. La méthode de diffusion par disque :

La gélose de Mueller-Hinton a été préparée, autoclavée pendant 20mn a 130C°,
ensuite écoulée dans des boites de Pétri. Apres I’ensemencement, trois disques stériles de 6
mm de diamétre sont déposes sur la gélose M.H, le ler disque est imbibé d’une solution qui
contient (0,01g d’AMOFO02 et 2ml de dichlorométhane.
Le 2éme disque est imbibé d’une solution qui contient (0,04 g d’AMOF02 et 2ml d’eau
distille

Un disque témoin chargé de 15 ug de sephadex est incubé avec les autres disques,
pour comparer ensuite les diametres. Afin de tester 1’activité inhibitrice des disques imbibés

avec les microspheres de la formulation (AMOF02)

Les boites pétries ont été incubées a 30°C pendant 48 heures. Aprés incubation, le

diamétre d’inhibition est mesuré en centimeétres avec un pied a coulisse.




Chapitre 111 résultats et discussions

I11.1. Caractérisation des microparticules :

Les microparticules a libération contrdlée ont été mises au point afin de
diminuer le nombre de prises quotidiennes du médicament tout en maintenant un taux
plasmatique constant dans une zone thérapeutique plus large, pour cela plusieurs
recherches sont effectuées sur la libération de principes actifs dans les milieux
hétérogéne et homogéne. Pour cela, il est nécessaire d'étudier l'influence des parametres
modifiés sur les microparticules obtenus. Dans notre travail on a étudié I'influence du volume
de la phase aqueuse sur les caractéristiques des microspheres préparées ainsi sur la libération
de I'agent actif.

111.1.1 Détermination de la quantité d’amoxicilline encapsulé :
Sur le tableau suivant, on donne le taux d'encapsulation d'amoxicilline dans les

formulations préparées calculé par extraction.

Formulation Rdt%
AMOFO01 35
AMOF02 20,15
AMOF03 15,72

Tableau 06: Rdt% de la microencapsulation.

Il est connu que la microencapsulation par évaporation de solvant est favorable
lorsque le transfert est rapide a I'interface microgouttelettes/phase aqueuse, et cela sera réalisé
lorsque le volume de la phase aqueuse est faible. L'augmentation de volume de la phase
aqueuse induit a une diminution de taux d'encapsulation. Ces résultats sont expliques par la
diminution de transfert de solvant organique, une solidification lente de microsphéres et une

diffusion de principe actif vers la phase agueuse en cas d'exces d'eau.

111.1.2. Les diamétres moyens (um) et la dispersion des microspheres :
D’aprés la distribution en taille des microspheres, on a déterminé les diametres

moyens pour chaque formulation. lls sont classés dans le tableau ci-dessous :

d10 d32 d43 Dispersion
AMOFO01 17,19 23,26 26,04 1,52
AMOF02 12,35 18,71 21,66 1,76
AMOFO03 28,74 35,44 38,42 1,34

Tableau 07: Les diameétres moyens (um) et la dispersion des microspheres.
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Les résultats de distribution de ces systemes montrent que :
e Lataille des microspheres obtenues (dio) varie entre 12-29 um en changeant le volume
de la phase aqueuse.
e La dispersion obtenue est différente de 1 dans tous les échantillons préparés. ce qui

nous amene a dire que les systémes obtenus sont polydispersés.

En effet, la microencapsulation par évaporation de solvant a permis d'atteindre une
quantité de 35% en matiére active dans les microsphéres préparées, avec des tailles faibles et
différentes. Selon plusieurs travaux(84), ils ont montrés que le volume de la phase aqueuse

n‘as pas d'influence sur le rendement de la microencapsulation.

111.1.3 Observation par microscope optique :
L'analyse par microscope optique montre la forme sphérique des microparticules
préparées, il nous donne information sur la variété de la taille des particules, et il nous montre

aussi I'absence des agrégats dans toutes formulations.
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Figure 39: Observation des microsphéres d’AMOFO03 par microscope optique

111.1.4. Spectroscopie Infrarouge :
Les spectres FTIR caractéristiques de 3 formulations sont présentés ci-dessous. lls

sont compareés a celle d'amoxicilline et d'éthylcellulose pur (classés en annexe).
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Figure40: Spectre Infrarouge des Microspheres AMOF01
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Figure42: Spectre Infrarouge des Microspheres AMOF03

Les spectres IR des microparticules établis ont été comparés aux spectres des
polymeéres matrices utilisés et de I'agent actif (amoxicilline). Les résultats montrent que le

polymeres d'enrobage.
Les principales bandes d’absorption d’amoxicilline qui apparaissent nettement dans

le spectre des microspheres sont :

Les formulations | Las bandes caractéristiques d’AMO

AMOF01 1367 cm™* : N — C élongation, 3489 cm™* : OH alcool,
1645 cm™!: N-H déformation,
AMOF02 1347 cm™! : N — C élongation, 3481 cm™* : OH alcool,
1644 cm™ : N—H déformation,
AMOF03 1374 cm™' : N — C élongation, 3481 cm™* : OH alcool,
1642 cm™* : N—H déformation

Tableau 08: Bandes caractéristiques corresponds aux trois formulations

111.1.5. Microscope électronique a balayage (MEB):
La morphologie et la taille des microcapsules de la formulation AMOF01 et AMOFO02 ont été
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Figure44: Micrographies par MEB d’AMOFO02.
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L'analyse par microscope électronique a balayage MEB des microparticules nous a

indiquée que les microsphéres ont une forme sphérique, une variété de taille, une surface lisse
et poreuse.

111.1.6. Diffraction des rayons X (DRX) :
Les figures (48-50) représentent le diffractograme RX des microparticules composées

d'un mélange polymérique comme matériau d'enrobage, et d’AMO comme principe actif.
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Figure 45 : Spectre DRX des Microspheres AMOF01
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Figure 46: Spectre DRX des Microsphéres AMOFO02
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Figure 47: Spectre DRX des Microspheres AMOF03

A partir de ces diffractograme, on observe que nos formulation présentent une

structure amorphe, Vue les diffractograme de I’amoxicilline qui montre que le principe actif

est un produit cristallin et les diffractogrames des polymeres qui sont semi-cristallin, on peut

déduire que I’AMO s’inclue dans la partie amorphe de la matrice polymérique, ce qui améne

a la diminution de sa cristallinité.

111.2. Etude de la libération d’amoxicilline :
Afin de pouvoir évaluer le taux libéré d'AMO dans les milieux reconstitués, en
fonction du temps, on a réalisé une forme galénique de type microsphéres.

Les cinétiques correspondantes aux différentes formes ont été réalisées dans les
mémes conditions opératoires de température (37°C), d’agitation (750 r.p.m) et de volume des
prises d’essais (1 ml), afin de pouvoir comparer les résultats.

Les résultats des cinétiques de libération d'/AMO dans les pH (1,2-4,5-6,7-7,3) a
partir de toutes les formulations sont regroupés dans les figures (51- 53)
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Figure 48: AMO % libéré en fonction du temps a partir > AMOFO1 (T = 37°C, 500 r.p.m).

a0

]
L ]
o [

80 . *

70 +

AMO %
&
o [ o [

Ln
[ =]
*HmEy
]
Cme

20 | +* q
¥
¥
10 i
: ]
; .
o 100 200 300 400 500 500 700 BO0D 500 .
t{min) !

Figure 49: AMO % libéré en fonction du temps a partir d> AMOF2 (T = 37°C, 500 r.p.m).

i-] ollN oEN] ENN oENN AN EN EN EN o EN ENN EN EN EN ElN M M ENN ElN ElN ElN ENN oENN oENN oEN
|



i-] ollN oEN] ENN oENN AN EN EN EN o EN ENN EN EN EN ElN M M ENN ElN ElN ElN ENN oENN oENN oEN

Chapitre 111 résultats et discussions

Q0
80
70
&0

. M + G5 D

40

AMO 2%
B

30

20 | ¥ -

10

[ ]
=] —"+*

100 200 300 400 500 600 700 800 900

t(min)

Figure 50: AMO % libéré en fonction du temps a partir d> AMOF3 (T = 37°C, 500 r.p.m).

111.3. Modélisation des cinétiques selon les lois classiques :

On a essayé¢ d’attribuer un ordre réactionnel classique a ces différentes cinétiques. On
donne ci-dessous, a titre d’exemple, les courbes obtenues pour les ordres cinétiques classiques
:n=0,n=1etn =2 pour les microsphéres AMOFO1, Les autres courbes sont classees en

annexe

ordre 0

0,000004

0,0000035 N
0,000003 PR

O 0,0000025

0,000002

& 00000015 | ¢
0,000001 |& 000000

0,0000005 ‘
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o
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Figure 51: Concentration d’amoxicilline libéré en fonction du temps (AMOFO01)
(aT°=37°C).
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. Figure 52: In (Co/Cy) en fonction du temps (AMOFO01) (T=37°C). !
i ordre2 )
0 .
i 7 .
0 *3 40 !
i S 30
~ °
* 7 20 i
o ;.
i * @ Sériel
i ElOQ 00004 ® o000 o
ML TIPS 4 .
i 0 200 400 600 800 1000 .
i t(min) !
i Figure53: [(1/C)-(1/Cq)]*10™ en fonction du temps (AMOFO01) (T=37°C). i
i La libération d’amoxicilline ne subit aucun ordre cinétique classique (0,1 ou 2) pour .
tous les cinétiques comme le montrent les figures (54, 55, 56) par contre, en tragant le !
i pourcentage du principe actif libéré en fonction de la racine carrée du temps, on obtient une i
i nette linéarité avec des points expérimentaux, au temps courts de libération, On donne ci- .
) apres, a titre d’exemple, la courbe obtenue pour les microsphéres AMOFOL. (les autres sont !
i classées en annexe). i
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Figure 54 : %AMO libéré en fonction de la racine du temps (AMOFO01)
(T=37°C).

Le suivi de la libération d’AMO dans le milieu d’étude a confirmé la linéarisation des

temps. Ce qui nous amene a dire que ces cinétiques admettent une étape limitant
diffusionnelle, type Fickienne.

Les droites obtenues ne passent pas par 1’origine, on remarque une légere courbure aux
premiers temps d’immersion de la forme galénique. Cette courbure peut étre expliquée par
une mise en équilibre de la microparticule dans le milieu d’étude : contact de la microsphére
avec le liquide, pénétration du liquide a travers les pores, solubilisation du principe actif piégé

a la surface et formation d’une pellicule d’eau a la surface de la forme galénique.

Le phénomeéne de diffusion a été confirmé et les constantes de diffusion au temps
courts et au temps long peuvent étre calculées utilisant les lois de Fick.
Pour ces calculs, il est nécessaire de déterminer d’abord le moo. On donne a titre

exemple, les calculs pour AMOFOL.

111.3.2. Calcul de m,, :

Les valeurs de meo sont obtenus en tragant les graphes log (m¢/m;) = f (1/t). Quand t
tend vers l’infini, 1/t tend vers 0, I’ordonnée a 1’origine représente alors log (M. /m;),
connaissant m;, la masse initiale, on peut facilement calculer m,. Ce calcul a été repris pour
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Figure 55: log (m. /m;) en fonction de 1/t du Pa libéré par les microsphéres AMOFO1

Par extrapolation si : 1/t 2 o veut dire : t=0

Donc I’ordonnée a I’origine présent m,,/ m;

—>  Ln(my/m)) = x
—>  my/ m;=exp (-x)
—>  m,=0,0022
Principe actif : x =-0,2199
m; =0,0028

Les différentes valeurs de m« et mi sont rassemblées dans le tableau suivant :

Formulation m; Mo,
AMOF01 0,0028 0,0022
AMOF02 0,001653 0,0013
AMOF03 0,001305 0,001176

Tableau 09: les valeurs de m;, m., des microspheres étudiees

111.3.3.Calcul des diffusivités :
» aux temps courts de la réaction :
Au temps court de la réaction on tracer In (m¢/ m;) en fonction de la racine t. on donne

la courbe (AMOFO01) ci-dessus, les courbe des autres formulations sont classées en annexe.
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Figure56: mYm. en fonction de la racine du temps pour AMOF01, T°=37°C.

Pour les temps courts d’une réaction étudiée, La diffusivité D est obtenue par

I’équation suivant :

— T p2 2
D= 36R (tga)

Ou : tga: représente la pente de la droite de [mt/m.] = f (Vt)

D’apres le graphe représenté dans la figure, on obtient :

D = L R2(0,0359)2
36

» aux temps longs de la réaction :

Au temps longs de la réaction on trace In [1 - (2—;)] = f(t) . On donne la courbe de

la formulation (AMOFO01) ci-dessus, les courbes des autres formulations sont classées

en annexe.
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Figure 57: In [1-(m¢/m.,)] en fonction de temps des microspheres AMOFOL1.
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La pente de ce graphe est utilisée pour le calcul de la diffusivité D au temps-long

selon 1’équation suivant :

R
D=—P(;)2

R : le diametre moyen en nombre des microsphéres
D= - (-0,00007) R?/r2
Les valeurs des coefficients de diffusion au temps cours et au temps longs des 3

formulations, sont regroupées dans le tableau suivant :

formulation Dtc (cm2.s-1) Dtl (cm2.s-1)
AMOFO01 3,31936.10° 2,09695.10™
AMOF02 1,12079.10°® 9,23663.10*
AMOFO03 8,62268.10° 6,702.10*

Tableau 10: Valeurs des diffusivités pour les microspheres étudiées.
Dt (t, ¢ : temps courts)

Du (t, | : temps longs)

Le coefficient de diffusion décrit la mobilité de la matiére de diffusante a travers les
pores et les segments des chaines polymériques, aprés sa solubilisation ; le mécanisme de
diffusion varie donc selon la structure de la matrice (porosité et taille de pores).

La porosité des microsphéres préparées varie d'un échantillon a un autre selon les polymeéres
utilisés et d'une forme & autre.

On note que les coefficients de diffusion sont calculés a base de diametre dio. Les
résultats de diffusivités d'amoxicilline calculés aux temps long sont faibles d'ordre de 10" &
102 par rapport a la diffusivités d’amoxicilline calculés aux temps cours, ils sont de 1'ordre
de10’®.

Théoriquement, le coefficient de diffusion efficace dépend de certains facteurs
comme la porosité, la taille des pores et leur distribution ; ceci implique que la structure
interne des microsphéres est influencée par les parametres de I'encapsulation.

Pour les formulations microsphére, on note que les coefficients de diffusion sont
pratiquement identiques pour le méme temps, cela est expliqué par I'équivalence en volume
de pores entre les trois formes. On peut conclure que la technique d'évaporation de solvant

nous permet d'avoir des microspheres poreux en utilisant différents excipients.
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111.3.4. Modélisation des cinétiques par les lois d’Higuchi, korsmeyer pepass,

Hixon_crowell :
Utilisant les concentrations d’AMO libérés, on a arrivé a modéliser nos cinétiques
selon les lois proposées par Higuchi, korsmeyer pepass et Hixon_crowell. Sur le tableau

suivant, on classe les valeurs déterminées :

Higuchi Korsmeyer_pepass Hixon_crowell
K R’ Khp n R® Ks R Q™"
AMOF01 1,51 0,86 0,016 0,33 0,862 1,10° 0,831 | 0,060
AMOF02 1,36 0,99 0,032 0,24 0,990 6,10° 0,994 | 0,054
AMOF03 1,78 0,94 0,016 0,34 0,942 8,10° 0,922 | 0,050

Tableau 11: Modélisation des cinétiques selon I’équation d’Higuchi, korsmeyer_pepass et

Hixon_crowell.

Les résultats donnés par 1’équation d’Higuchi, montrent que les valeurs de la
constante de libération (ky) d’AMO a partir des formulations préparées est de 1’ordre de 1,36-
1,78 mn'?,

Nous avons constaté que la constante « ¢ » pour les cinétiques de libération di a
I’existence du principe actif (amoxicilline) au milieu des microspheres étudiées, Elles
prennent de temps pour déclencher des quantités importantes du principe actif dans le milieu
d'étude; ce phénomeéne est appelé : « Burst effect ».

Pour les résultats donnés par les équations de Korsmeyer-Peppas, les valeurs des
constantes cinétiques k ne peuvent pas étre comparees parce qu’elles dépendent de 1’exposant
n, qui n’est pas le méme pour I’ensemble des cinétiques de libérations étudiées. Par ailleurs,
selon la valeur de n, on peut spécifier le mécanisme de diffusion s’il est du type Fickien ou
non. Les valeurs données dans montrent que « n » varie de 0,24 a 0,34 qui nous permet d’en
déduire que nos cinétiques sont de type Fickien.

Le model Hixon_crowell assure que la libération est limité par la diffusion. On note
que les valeurs de constantes cinétiques Ksde I’ordre de 10° et 10°.

En général, on déduit que les cinétiques de libération d’AMO a partir des
microparticules préparées sont limitées par la diffusion Fickienne. Ce résultat a été confirme

par les lois d’Higuchi, de korsmeyer_pepass et d’Hixon_crowell.
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IV. L’activité antibiotique :
Les diamétres des zones d’inhibitions de chaque concentration ont été déterminés
pour les 3 souches, les résultats sont montrés sur les figures suivantes. Ces derniers ont été

comparés avec le témoin chargé de 15 pg sephadex qui est incubé avec les autres disques.

Figure58: Diamétre d’inhibition obtenu pour I’Escherichia coli

Figure 59: Diametre d’inhibition obtenu pour Pseudomonas aeruginosa
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Figure 60 : Diamétre d’inhibition obtenu pour Staphylococcus aureu

D’aprés le diamétre d’inhibition « D », on remarque que nos microparticules chargées

d’amoxicilline représente une activité antibiotique, puisque on a trouve :
e Pour la souche Ecol : Dgp1=1,3cm, Dgo4=1Cm,
e Pour la souche Pseudomonas aeruginosa Do g;=1,3cm, Dg4=1Cm,
e Pour la souche Staphylococcus aureu Dgg;=1cm, Dg 04=1,3 cm.
La souche STP et la souche PSD sont les plus résistants selon la littérature.

Nous avons trouvés que la concentration utilisée des microsphéres a influencé sur les

diameétres puisqu’ils sont différents.

Le diamétre d’inhibition trouvé a été comparé avec un disque chargé de 1’antibiotique
sephadex qui fait partie de la méme famille que 1’amoxicilline, le résultat est encourageant
puisque les diamétres du disque commercial et le disque chargé des microspheres a différente

concentration sont trés comparable.

Ceci nous permet de constater que I’amoxicilline est bien encapsulé a des taux
important pour que I’action de celle-ci soit efficace, les résultats obtenus montrent que

I’amoxicilline ne perde pas son activité antibiotique aprés encapsulation.
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Conclusion Générale

Pour permettre le prolongement de la libération des substances biologiquement

actives, la microencapsulation par évaporation de solvant a été appliquée pour la protection de

I’agent actif et la modification de sa libération dans des milieux physiologiques reconstitués a

température controlée.

Pour cela, I’amoxicilline a été encapsulé par évaporation de solvant avec

changement du volume de la phase aqueuse. Les microparticules préparées ont été

caractérisées par FTIR, Microscopie Optique et Electronique & balayage et DRX.

Les microsphéres réservées a nos principes actifs solides sont de type "matriciel”

préparées selon la méthode de I'évaporation de solvant (O/W) engageant comme matrice

I'éthylcellulose et le saccharose polymeres biocompatibles et autres différents excipients

utilisant en pharmacologie. Les microsphéres décrites dans ce travail sont de morphologie

sphérique rigide, de porosite et de taux d'encapsulation variable.

Le relargage de principe actif encapsulé a été étudié a partir des microparticules

préparées plongées dans les milieux d'étude agités aux pH physiologiques reconstitués aux
pH=1,2-4,5-6,7et7,3a T=37°C.

L'application des modeles mathématiques d’Higuchi, de Korsmeyer —Peppas, et

de Hixon_crowell a nos résultats montre que la libération des agents actifs est régie

essentiellement par le phénomene de diffusion.

Les tests biologiques réalisés sur plusieurs souches bactériennes nous ont permis

de verifier le maintien de l'efficacité de I'antibiotiques "Amoxicilline™ apres I'encapsulation,

avec une prolongation substantielle de leur action sur la destruction totale des bactéries. Notre

étude confirme que la microencapsulation de I'antibiotique est une methode meilleure pour

I'utilisation de formulations a libération prolongée.

L’utilisation des excipients permet le prolongement substantiel de libération

d’amoxicilline a partir des microsphéres préparées. Cette etude a été comparée avec

I’utilisation seul du polymere.Il confirme I’effet retard avec la modification d’autre propriétés

tel que le godt.

S
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Liste des abréviations

AMO Amoxicilline

AMOF01 formulation 01

AMOF02 formulation 02

AMOFO03 formulation 03

CMB La Concentration minimale bactérienne

CMI La Concentration minimale inhibitrice

Co Concentration de principe actif

Ci Concentration initiale de principe actif

Ct Concentration de principe actif a ’instante t

D Diameétre d’inhibition

Do,o1 Diamétre d’inhibition de solution (C=0,01g/ml)

Do.04 Diamétre d’inhibition de solution (C=0,04g/ml)

Dtc Le coefficient de diffusion au temps courts

Dtl Le coefficient de diffusion au temps longs

DMC Dichlorométhane

DRX Diffusion des rayons X

di0 Le diametre moyen en nombre

d32 Le diametre moyen en surface

d43 Le diametre moyen en masse

DO Densité optique

EC Ethyle cellulose

E. coli Eshiréchia coli

FTIR Fourier Transform Infra Red(1’Infra Rouge a Transformée de Fourier

g Gramme

IR Infrarouge

i La classe des particules

Js La densité de flux

KBr Bromure de Potassium

Kn Constante de libération d’Higuchi.

Ks Constante incorporant la réaction volume - surface du vecteur

L Litre

(MEB) Microscope électronique a balayage

MO Microscope Optique
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Liste des abréviations

M-H Gélose de Mueller-Hinton

ml Millilitre

mi Masse initiale de principe actif

mt Masse de principe actif a I’instante t

Mo Masse finale de principe actif

n Nombre de particules

(PA) Principe actif

Pa% Le pourcentage du principe actif libéré

Psd Pseudomonas aeruginosa

pH Potentiel Hydrogene

Ppm Partie Par million

pk Cst caractérisant le potentiel dissociation ionique d’un électrolyte a

une température donnée.

Qt Quantité de médicament libéré au temps

Qo Quantité de principe actif initialement introduit dans le vecteur.

Q: Quantité de principe actif restante dans le vécteur a I’instant t

(Rdt%) Le rendement

r.p.m Retour par minute

S. aureus Staphylococcus aureus

T La température T °C

t Temps

UV-Vis Spectroscopie ultraviolet-visible

\4i Volume de flacon de 100 mL

vd Volume de la fiole de dilution (10cm3)

Vp Volume prélevé

pum Micrometre

(6-APA) L’acide 6-aminopénicillanique
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Figure: Les courbes de distribution en taille des microsphéres AMOFO03
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Figure: Courbe d’étalonnage d'amoxicilline a pH=4.5 et T 37°C.
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Figure: Courbe d’étalonnage d'amoxicilline a pH=6.7 et T 37°C.
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Figure: Courbe d’étalonnage d'amoxicilline a pH=7.4 et T 37°C
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Figure : Spectre IR de I'éthylcellulose pure (EC).
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Figure : La structure geométrique en 3D optimisée par ADF de I’ Amoxicilline
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Figure : Concentration d’amoxicilline libéré en fonction du temps (AMOF02),T°= 37°C
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Figure : In(Co/Cy)en fonction du temps (AMO02) , T=37°C.
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Figure: [(1/Cy)-(1/Cy)]*107 en fonction du temps (AMOF01) , T=37°C.
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Figure : In(Cy/Cy)en fonction du temps (AMO03) , T=37°C.
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Etude de la libération d'amoxicilline aux pH physiologiques a partir de microparticules préparées et
caractérisées
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Résumé : Le travail faisant I’objet de ce mémoire concerne 1’étude cinétique de la libération d’amoxicilline aux pH
reconstitués a partir de microparticules préparées et caractérisées. L’AMO a été encapsulé par évaporation de solvant
engageant comme matrice I'éthylcellulose et le saccharose polymeéres biocompatibles et autres différents excipients.

Les microparticules préparées ont été caractérisées par FTIR, DRX, et Microscopie (MO et MEB). D’apreés les
résultats de ces techniques, les microsphéres sont de morphologie sphérique rigide, de porosité et de taux
d'encapsulation variable.

Le relargage d’AMO est réalisé a partir des microspheres de type "matriciel”, qui sont plongées dans les pH
reconstitués aux pH=1,2- 4,5 - 6,7 et 7,3 a T=37°C.

L'application des modé¢les mathématiques d’Higuchi, de Korsmeyer —Peppas, et de Hixon_crowell a nos
résultats montre que la libération des agents actifs est régie essentiellement par le phénoméne de diffusion.
Une partie de notre travail, se concentre sur 1’étude de I’activité antibiotique par la méthode de diffusion par disques,
avec trois souche standardisées ; E. Coli, S.aureus, Pseudomonas. Cette étude confirme que la microencapsulation de
1I’AMO est une méthode meilleure pour l'utilisation de formulations a libération prolongée.

Abstract: the aim of this Work is the drug release of amoxicillin from prepared and
characterized microparticles at different reconstituted pH. The AMO was encapsulated in ethylcellulose and
sucrose bpolymers and other different excipients by evaporation of solvent technique.
The prepared microparticles were characterized by FTIR, AXS and Microscopy (MO and SEM). The
obtenued microspheres are spherical, rigid with variable porosity and encapsulation rate.
The release of AMO is carried out from the microspheres, which are immersed in the reconstituted pH
(1,2-4,5-6,7 and 7,3(at T = 37°C.
The application of mathematical models of Higuchi, Korsmeyer-Peppas, and Hixon_crowell to our
results shows that the release of active agents is governed mainly by the diffusion phenomenon.
Part of our work, focuses on the study of antibiotic activity by the disk diffusion method, with three
standardized strain; E. coli, S.aureus, Pseudomonas. This study confirms that microencapsulation of AMO is
a better method for the use of sustained release formulations.

Mots-clés : Microparticules- Loi d’Higuchi, Korsmeyer —Peppas, Hixon_crowell activité antibiotique.

Par : M®"® KHANE Nihal Hamra &

M®"® SERGUINE Ibtissam Nour El Houda
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Faculté des sciences de la Matiere
Université Ibn Khaldoun
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