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RESUME

Ce travail s’articule autour de l'optimisation et la modélisation de la formulation des micro et
nanoparticules contenant I’insuline par deux procédés d’encapsulation a savoir la gélation
ionotropique (GI) et la double émulsion (EM), en utilisant une matrice polymérique naturelle
(alginate/chitosane). Cette matrice est rendue furtive par 1’ajout du PEG 4000 a la surface des micro
et nanoparticules. L optimisation de la formulation est entreprise en utilisant la méthodologie des
surfaces de réponse en accord avec le plan de Box-Behnken, afin de déterminer les conditions
optimales pour une taille minimale des particules avec une charge de surface maximale et une
efficacité d’encapsulation maximale. Dans les différents cas le modele obtenu est significatif avec
P < 0,05 et R? > 90%. La formulation optimale préparée par Gl et EM, est caractérisée par une taille
des particules de 145 nm, 193 nm avec une charge de surface négative de -30 mV, -44.2 mV, et
efficacité d’encapsulation de 85%, 94,3%, respectivement.

Les résultats d’analyse thermique (ATG et DSC) et structurelle (FTIR) ont montré la conservation
de la structure de I’insuline aprés son encapsulation dans les nanoparticules furtives. L’étude
comparative des profils de dissolution a confirmé la protection du principe actif dans le milieu
gastrique simulé (taux de libération < 40%%) et la libération prolongée dans le milieu intestinal
simulé. Le caractere de furtivité a été mis en évidence par le ralentissement de la cinétique de
libération in vitro de P’insuline encapsulée, dans les deux milieux physiologiques simulés
comparativement a des nanoparticules simples (non furtives). L’EM a montré un grand potentiel
dans le développement des nanoparticules furtives, contenant le plus haut taux d'encapsulation de
l'insuline, le plus faible taux de libération dans le milieu gastrique simulé et le plus lent dans le
milieu intestinal simulé en le comparant a ’autre procédé. Les résultats obtenus suggeérent
I’efficacité des nanoparticules furtives a base d’alginate/chitosane/PEG pour 1’administration de
I’insuline par voie orale tout en assurant le controle de sa cinétique de libération.

Mots clés : Plans d’expériences, RSM, nanoparticules furtives, gélation ionotropique, double émulsion.
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RESUME

Ce travail s’articule autour de l'optimisation et la modélisation de la formulation des micro et nanoparticules
furtives contenant I’insuline par deux procédés d’encapsulations a savoir la gélation ionotropique (Gl) et la
double émulsion (EM) en utilisant une matrice polymérique naturelle (Alginate/Chitosane. Cette matrice est
rendue furtive par 1’ajout du PEG 4000 a la surface des particules. L’optimisation de la formulation est
entreprise en utilisant la méthodologie des surfaces de réponse (RSM) en accord avec le plan de Box-Behnken,
afin de déterminer les conditions optimales pour une taille minimale des particules avec une charge de surface
maximale et une efficacité d’encapsulation maximale. Dans les différents cas le modele obtenu est significatif
avec une valeur de p < 0,05 et R? > 90%. La formulation optimale préparée par Gl et EM, est caractérisée par
une taille des particules de 145 nm, 193nm, avec une charge de surface négative de -30 mV,-44.2 mV, et une
efficacité d’encapsulation de 85%, 94,3%, respectivement.

Les résultats d’analyse thermique (ATG et DSC) et structurelle (FTIR) ont montré la conservation de la
structure de I’insuline aprés son encapsulation dans les nanoparticules furtives. L’é¢tude comparative des profils
de dissolution a confirmé la protection du principe actif dans le milieu gastrique simulé (taux de libération <
40%) et la libération prolongée dans le milieu intestinal simulé. Le caractére de furtivité a été mis en évidence
par le ralentissement de la cinétique de libération in vitro de I’insuline encapsulée, dans les deux milieux
physiologiques simulés comparativement a des nanoparticules simples (non furtives). L’EM a montré un grand
potentiel dans le développement des nanoparticules furtives, contenant le plus haut taux d'encapsulation de
I'insuline, le plus faible taux de libération dans le milieu gastrique simulé et le plus lent dans le milieu intestinal
simulé en la comparant avec la GI. Les résultats obtenus suggérent 1’efficacité des nanoparticules furtives a
base d’alginate/chitosane/PEG pour ’administration de I’insuline par voie orale tout en assurant le contrdle de
sa cinétique de libération.

Mots clés : Plans d’expériences, RSM, nanoparticules furtives, gélation ionotropique, double émulsion.

ABSTRACT

This work aimed both at optimization and modeling of stealth nanoparticle formulation containing insulin by
two encapsulation processes, namely ionotropic gelation (IG) and Double emulsion (ME) using a natural
polymer matrix (Alginate/Chitosan). This matrix is made stealthy by addition the PEG 4000 to the nanoparticle
surface. The synthesis optimization is obtained by the RSM response surfaces methodology in agreement with
the Box-Behnken design to determine the optimal conditions for minimum particle size with maximum surface
charge and maximum efficiency encapsulation. In the different cases, the model obtained is significant with a
p-value < 0.05 and R2 > 90%. Optimal formulations prepared by Gl and EM are characterized by a particle
size of 145 nm and 193 nm, a negative surface charge of -30 mV and -44.2 mV, and encapsulation efficiency
of 85% and 94.3%, respectively.

Thermal (ATG and DSC) and structural (FTIR) analysis results showed the structural retention of insulin after
its encapsulation in stealth nanoparticles. The comparative study of dissolution profiles confirmed the
protection of the active substance in the simulated gastric environment (release rate <40 %) and the sustained
release in the simulated intestinal environment. The stealth character was improved by in vitro release kinetic
slowing of encapsulated insulin in the two simulated physiological media compared to simple (non-stealth)
nanoparticles. EM has shown great potential in stealth nanoparticles development with the highest rate of
insulin encapsulation, the lowest rate of release in the simulated gastric medium, and the slowest in the
simulated intestinal medium compared to GI. The results suggest the effectiveness of alginate/chitosan/PEG-
based stealth nanoparticles for oral administration of insulin while ensuring the control of its release kinetics.

Keywords: Design of experiments, RSM, stealth nanoparticles, lonotropic gelation, Double emulsion.
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INTRODUCTION GENERALE

Actuellement, le seul traitement ayant prouvé son efficacité thérapeutique pour le
diabéte de type 1, est I’administration d’insuline par voie parentérale, précisément par voie
sous-cutanee ; inconfortable et contraignante pour le patient. Cette voie d’administration

présente plusieurs inconvénients notamment :

- Une reproductibilité imparfaite du profil normal des concentrations d’insuline
endogene au cours de la journée, suite a une dissémination systémique de 1’insuline
injectée dans le systéeme veineux périphérique (Retnakaran et al., 2004).

- Un hyperinsulinisme périphérique et un risque de lipodystrophie a long terme (Picard
etal., 2017).

- Une observance thérapeutique faible en raison de la complexité du traitement
(Paquot, 2010)

- Des obstacles d’ordre psychologique : phobie des injections (Murti et al., 2010).

La voie orale est I’'une des alternatives les plus étudiées dans les nouvelles voies
d’administration de 1’insuline. L’administration orale de I’insuline est plus naturelle,
permettant ainsi de reproduire la délivrance physiologique de cette derniére apres 1’effet du
premier passage hépatique. Cependant, la limite majeure de cette voie est liée aux
nombreuses barri¢res physiques et chimiques rencontrées jusqu’a la délivrance de I’insuline

au foie. Les principaux obstacles sont (Andreani et al., 2014a ; Basha et al., 2020) :

- Dégradation naturelle dans le tractus gastro-intestinal en raison de 1’environnement
acide de I’estomac combiné a I’action des enzymes protéolytiques.

- Faible absorption de I’insuline par I’épithélium intestinal en raison de son
hydrophilie et de sa grande taille.

En effet, des stratégies de protection et de vectorisation de 1’insuline sont nécessaires
pour promouvoir une administration orale de 1’insuline. Parmi les nouvelles stratégies qui
ont pour objectif ’administration orale d’insuline, les micro et nanoparticules polymériques
et les émulsions multiples de type Hydrophile/Lipophile/Hydrophile (H/L/H) sont apparues
comme des systémes tres intéressants pour 1’encapsulation des substances hydrophiles et
fragiles telle que I’insuline (Basha et al., 2020 ; Li et al., 2013). Les émulsions multiples
présentent 1’avantage sur les autres vecteurs tels que les liposomes et les nanoparticules
d’étre formulées avec des constituants courants et selon un protocole opératoire relativement

plus simple (Basha et al., 2020).



Dans ce contexte, 1’objectif de cette thése s’est focalisé sur la mise au point des
vecteurs polymériques muccoadhésives a base des polysaccharides de charges opposées et
rendues furtives par création d’une couronne hydrophile avec du PEG 4000 fixée par
interactions électrostatiques avec le polymeére polycationique. Ces vecteurs protégent
I’insuline de I’environnement du tractus gastro-intestinal permettant le passage de la barriére
intestinale et ils sont capables d’éviter le systéme phagocytaire mononuclée lors de leur
administration par voie orale, dans le but d’explorer la possibilité d’utilisation de la voie

orale pour la vectorisation de 1’insuline dans I’organisme.

L’encapsulation de I’insuline dans ces vecteurs est basée sur des procédés physico-
chimiques : I’encapsulation par gélation ionotropique et une technique d’émulsification

notamment la double émulsion.

Cette these est structurée en six chapitres, en plus d’une introduction générale et

d’une conclusion.

L'introduction présente les problémes liées a I’administration de I’insuline par voie
sous-cutanée et la nécessité de développer des stratégies de protection et de vectorisation de

de ce principe actif pour une administration orale.

Le premier chapitre décrit les différentes stratégies utilisées dans la littérature pour
I’administration de I’insuline par voie orale, telles que les techniques d’encapsulation, entre
autre les émulsions multiples et les trois générations de nanoparticules, ainsi que les

polyméres destinés a 1’encapsulation et la vectorisation des principes actifs.

Le deuxieme chapitre est consacré a l'état de l'art des différentes techniques
d’encapsulation de I’insuline utilisées au cours de cette thése, a savoir la gélation
ionotropique et les techniques d’émulsification. Comme il donne une présentation détaillée
de la structure chimique, des propriétés des polymeres utilisés dans les différents travaux
d’encapsulation, a savoir le chitosane, 1’alginate et le PEG4000.

Le troisieme chapitre est destiné a la description du matériel, des methodes et des
techniques d’analyses qualitatives et quantitatives utilisées dans ce travail. Ce chapitre
présente les protocoles opératoires de formulation et de caractérisation de ces systemes
particulaires encapsulant 1’insuline, ainsi que le protocole de 1’étude de la dissolution in vitro
et I’étude de stabilité. L’approche des plans d’expériences est présentée aussi dans ce

chapitre, celle-ci consiste a organiser la démarche expérimentale et I’analyse décisionnelle.



Le quatrieme chapitre est consacré a 1‘optimisation des conditions de la formulation
des nanoparticules furtives via le procédé de gélation ionotropique en se basant sur la
formation d’un complexe polyélectrolyte d’alginate/chitosane par gélation de 1’alginate,
suivie par la complexation avec le chitosane et le recouvrement de la surface des particules
a I’aide de PEG, en vue d’une administration par voie orale. Dans ce but, la méthodologie
des plans d’expériences est utilisée afin d’évaluer I’influence des facteurs étudiés, a savoir
la vitesse et le temps d’homogénéisation, ainsi la concentration en PEG4000 sur les
caracteristiques de particules obtenues. L’usage d’un plan d’optimisation permet de trouver
le modele mathématique adéquat décrivant correctement les variations de la réponse en

fonction des facteurs.

Le cinquiéme chapitre est consacré a I’optimisation de la formulation des micro et
nanoparticules encapsulant 1’insuline par la technique de double émulsion, en se basant sur
le plan Box-Behneken a trois variables, a savoir la concentration du surfactant lipophile dans
la premiére émulsion et la concentration du surfactant hydrophile dans la deuxiéme
émulsion, ainsi la fraction volumique de la phase aqueuse interne. Ceci a permis de
déterminer les conditions optimales qui donnent les meilleures réponses (taille de particules,
potentiel zéta et taux d’encapsulation). A D’optique des résultats obtenus, un modéle
polynomiale expliquant et prédisant le procédé de la double encapsulation (émulsion
multiple) est déterming.

Le dernier chapitre porte sur une étude comparative des différents systemes
préecédemment obtenus. Ce qui a permis de définir le meilleur systéme d’encapsulation de
I’insuline et ceci sur la base de la caractérisation du profil de libération in vitro de I’optimum,

préparé par les deux techniques étudiées, dans différents milieux physiologiques simulés.

Les résultats obtenus dans les différentes études sont enfin discutés dans une synthese
générale, exposée dans la conclusion générale ainsi que les perspectives envisagées de ces

recherches.



CHAPITRE | : L’INSULINE ET LA VOIE ORALE

1.1. Introduction

L’insuline, nécessaire a la régulation de la glycémie, est la seule hormone
hypoglycémiante. Cette molécule est actuellement administrée exclusivement au moyen
d’injections (voie parentérale) ; inconfortables et contraignantes pour le patient.

Ce chapitre présente, en premier lieu, des données bibliographiques détaillant les
différentes contraintes liées a I’administration de I’insuline par voie orale. Ce travail s’étant
focalisé sur I’administration d’insuline par voie orale, en effet, une partie importante décrira
les différentes stratégies utilisées par de nombreux travaux relatés dans la littérature pour

permettre une telle administration.

1.2. Les modes d’administration

En routine, la voie sous-cutanée (SC) est utilisée pour administrer des doses
quotidiennes d’insuline. La voie intraveineuse (IV) est parfois employée en situation
d’urgence. Pour le patient, les injections SC présentent plusieurs inconvénients tels
qu’une douleur au point d’injection, des réactions allergiques, une hyper insulinémie
périphériqgue ayant pour conséquence une hypoglycémie; ces effets secondaires
peuvent conduire a une faible observance. Un autre point important est que ce type
d’administration ne reproduit pas parfaitement la dynamique de libération de I’insuline
endogeéne et peut varier selon le site d’injection, provoquant des problémes de controle

glycémique (Shah et al., 2016).
1.2.1. Intéréts de la voie orale

En récapitulant les différentes stratégies d’administration actuellement étudiees, il
apparait que I’insulinothérapie par voie orale offre le plus grand nombre d’avantages au
patient, de par son utilisation simple, rapide, discréte et non stigmatisée, et ne nécessitant
pas de piqdre ou de mateériel particulier. La conservation du premier passage hépatique et la
limitation des hypoglycémies sévéres sont aussi de réels avantages pour les patients, mais
aussi les praticiens. Ce premier passage hépatique n’est possible que par une administration
orale et il permet de mimer la sécrétion physiologique de I’insuline, contrairement a

I’administration sous-cutanée (Callet, 2010 ; Rekha et Sharma, 2013).



1.2.2. Limites de ’administration orale d’insuline

La voie orale est I’'une des alternatives les plus étudiées dans les nouvelles voies
d’administration de I’insuline. Cependant, cette voie présente toutefois des limites dans le
cas de I’insuline. La biodisponibilité des protéines ou des peptides délivrés par voie orale est
tres faible ; elle est en général inférieure a 1% (Gowthamarajan et Kulkarni, 2003). La limite
majeure est liée aux nombreuses barriéres physiques et chimiques rencontrées jusqu’a la

délivrance de I’insuline au foie.
A. Barriéres chimiques et enzymatiques

Le pH est variable tout le long du tractus gastro-intestinal. Le pH de I’estomac varie
entre 1 et 3, celui du duodénum entre 6 et 6,5 et enfin celui du gros intestin entre 5,5 et 7
(Horter et Dressman, 2001). L’environnement acide peut faciliter les changements de
conformation et la dissociation des hexameres d’insuline en engendrant la formation de
dimeres. Ces diméres d’insuline sont toujours actifs, mais leur stabilité est alors altérée. La
variation de pH survenant lors du passage au niveau de I’intestin conduit a la perte de stabilité
de I’insuline et a son inactivité (Whittingham et al., 2002). Le Tableau 1.1 donne un apercu

sur les variations de pH dans le tractus gastro-intestinal.

Tableau 1.1 : Variations du pH dans les différentes sections du tractus gastro-intestinal
(Horter et Dressman, 2001)

Sections pH moyen Longueur Surface Temps de résidence
(cm) (m?) moyen (h)
A jeun Apreés repas Ajeun Aprés repas
Estomac 1.7 3.5 20 0.1 15 3.5
Duodénum 6.1 6.5 30 0.1 < 60 secondes
Jéjunum 6.6 5.6 240 60
Iléon 7.4 7.5 360 60 35
Ascendant 7.1 120 0.75 11.0
Colon Transverse 7.6 12.0
Descendant 7.4 11.0

Diverses enzymes protéolytiques susceptibles de contribuer a la dégradation de
I’insuline sont rencontrées tout le long du tractus gastro-intestinal. Les enzymes

majoritairement présentes dans I’estomac sont la pepsine, la gélatinase et la lipase. Ces



enzymes assurent [’hydrolyse peptidique. La trypsine, la chymotrypsine et les
carboxypeptidases sont sécrétées par le pancréas et délivrées dans I’intestin (Chen et al.,

2018).

Ces enzymes protéolytiques sont susceptibles de contribuer a la dégradation de
I’insuline. L’hydrolyse commence dans ’estomac avec 1’intervention de la pepsine et se
poursuit dans le duodénum par 1’action combinée des endopeptidases (trypsine,
chymotrypsine et élastase) et des exopeptidase (carboxypeptidases). La trypsine, bien
qu’étant la moins spécifique, est I’enzyme la plus impliquée dans la dégradation de
I’insuline. Une autre enzyme dénommée insuline-degrading enzyme a été isolée dans le
cytoplasme de I’entérocyte du rat. Cette derniére est capable de dégrader 92% de I’insuline.

(Neelam et al., 2010).

B. Barriéres physiques

L’intestin gréle, premicre partie de I’intestin, se décompose en trois parties : le
duodénum, le jéjunum et I’iléon. Le duodénum, responsable de I’absorption de plus de 90%
des nutriments, est compos¢ d’entérocytes, représentant plus de 80% des cellules de
I’intestin, de cellules a mucus ou cellules caliciformes (15%), de cellules M des plaques de

Peyer et de cellules de Paneth (Chen et al., 2011 ; Renukuntla et al., 2013 : Figure 1.1).
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Figure 1.1 : A — Caractéristique anatomique des différentes sections du tractus gastro-

intestinal ; B — Schématisation de la structure cellulaire de 1’épithélium intestinal

(D'aprés Chen et al., 2011)

Les principes actifs, administrés par voie orale doivent franchir des barrieres
d’absorption avant d’arriver dans la circulation sanguine. Une fois présentes dans la lumiére
duodéno-jéjunale de I’intestin gréle, les molécules peuvent emprunter deux voies pour
atteindre le courant sanguin, la voie paracellulaire (intercellulaire) s’opérante uniquement
par les jonctions serrées qui participent au maintien de la structure épithéliale participent au
maintien de la structure épithéliale ou la voie transcellulaire (intracellulaire) (Figure 1.2),

cette derniere voie peut étre franchie par les entérocytes ou par les cellules « M » (Chen et
al., 2011, 2018).
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Figure 1.2 : Schématisation des voies de passage de la barriére épithéliale de I’intestin
(D’aprés Chen et al., 2011)

La voie de passage utilisée dépend des propriétés physico-chimiques des peptides et
des protéines, notamment I’hydrophilie, la masse moléculaire, la solubilité, le coefficient de
partage, le pH isoélectrique, liaisons hydrogéne, etc. Il est a noter que les molécules
hydrophobes utilisent majoritairement la voie transcellulaire, quant aux molécules
hydrophiles empruntent la voie paracellulaire par diffusion passive a travers les jonctions
serrées (Woitiski et al., 2011).

Les jonctions serrées sont perméables aux petites molécules hydrophiles entrainées
avec le passage de I’eau (ions, urée, glucose, xylose, acides aminés). Les jonctions s’ouvrent
en général quand les molécules sont cationiques ou anioniques. De plus, ces jonctions sont
dépendantes de la présence d’ions bivalents, tels que le Ca?* (Rekha et Sharma, 2013 ; Sonaje
etal., 2012).

La perméabilité peptidique par la voie paracellulaire est alors trés restreinte et
représente moins de 1% des échanges ayant lieu a la surface de I’épithélium .11 va de soi que,
dans les conditions normales, cette voie exclut le passage de grosses molécules, notamment,

I’insuline sous sa forme prédominante hexamére (Khafagy et al., 2007).

1.3. Stratégies d’optimisation de la biodisponibilité de I’insuline administrée par voie

orale

Les stratégies employees visent a surmonter les barrieres chimiques, biochimiques et
physiques, dans le but de maximiser le passage intestinal de 1’insuline, les techniques les

plus fréquemment employées (Neelam et al., 2010) sont :



- La mise au point de formulations incluant des inhibiteurs enzymatiques, ou des
promoteurs d’absorption ;

- L’élaboration de systémes muco-adhésifs a base de polymeres ;

- La modification de la structure de I’insuline : analogue résistant a la digestion ;

- Les différentes techniques d’encapsulation (entre autres les émulsions multiples).

1.3.1. Les inhibiteurs enzymatiques

L’activité protéolytique se produisant dans le tractus gastro-intestinal est la limite
majeure a 1’administration d’insuline par voie orale. La co-administration d’inhibiteurs
enzymatiques avec des principes actifs peptidiques a été 1’une des premieres stratégies pour
pallier au probleme. Des études ont montré 1’efficacité de I’administration simultanée des
inhibiteurs enzymatiques et de I’insuline sur des segments d’intestin de rat permet
d’augmenter la biodisponibilité de 1’insuline grace a I’inactivation de I’a. chymotrypsine qui
est I’enzyme responsable de la dégradation de I’insuline (Agarwal et al., 2001). D’autres
études ont confirmé le potentiel intéressant de la co-administration de I’insuline avec des
inhibiteurs enzymatiques, les plus utilisés sont les inhibiteurs de trypsine, chymotrypsine et

carboxypeptidases (Rekha et Sharma, 2013).

En dépit de leur toxicité, I’utilisation des inhibiteurs enzymatiques a long terme reste
discutable, car ces derniers peuvent étre la cause d’une part, d’importantes perturbations de
la digestion ou des altérations du metabolisme a long terme. L’emploi d’inhibiteurs
enzymatiques ne représente donc pas une approche pratique pour protéger les
biothérapeutiques de la protéolyse (Chast, 2017).

1.3.2. Les promoteurs d’absorption

Les promoteurs d’absorption se définissent comme étant des composants qui
facilitent I’absorption d’un principe actif en augmentant la diffusion de celui-ci au travers
d’une barriére biologique. Ils agissent sur la perméabilité cutanée en modifiant la structure
de la kératine, en dénaturant les lipides intercellulaires afin d’accroitre la perméabilité a

travers la bicouche.

Les promoteurs d’absorption sont utilisés afin d’augmenter le passage de I’insuline
a travers la barric¢re intestinale. Il existe plusieurs types de promoteurs d’absorption (des
agents de surface, des sels biliaires, des chélateurs de calcium, des acides gras ou des esters
gras), avec des actions bien différentes (Wong et al., 2016). Certains permettent d’ouvrir les



jonctions serrées, d’autres de dégrader localement les membranes cellulaires ou de diminuer
la viscosité du mucus (Katsuma et al., 2006).

Les limites majeures a 1’usage de promoteurs d’absorption sont liées aux irritations
de la peau qu’ils engendrent (dénaturation des lipides intercellulaires). En effet, I’altération
de I’'intégrité membranaire offre 1’opportunité aux pathogénes biologiques tels que les
toxines et les bactéries d’atteindre la circulation systémique et d’engendrer des

complications plus ou moins graves (Whitehead et al., 2008).

1.3.3. Les systemes mucoadhésifs a base de polymeéres

Le terme « mucoadhésion » fait référence a I’adhérence entre des supports polymeéres
et des muqueuses et se manifeste par certains polymeéres qui deviennent adhésifs a 1’état
hydraté, I’eau étant le médiateur de 1’adhésion. Les systemes d’administration contenant des
polymeres muco-adhésifs fournissent un contact intime avec la muqueuse, ce qui réduit la
dégradation du medicament dans le fluide liminal, et de localiser le systéme de délivrance
de médicament pour un certain site (Zou et al., 2016). De plus, les polymeres avec une
fonctionnalité cationique qui reste protonée a pH intestinal est une autre approche
intéressante. Le groupement amine chargé positivement peut se lier a des protéines de la
zone pellucide de I’assemblage des jonctions serrées menant a la signalisation qui aboutit

finalement a I’ouverture des jonctions serrées (Duggan et al., 2017).
1.3.4. Vectorisation de I’insuline par des particules (I’encapsulation)

Une autre stratégie adoptée par les chercheurs depuis plusieurs décennies est la
vectorisation de 1’insuline. Elle repose sur I’encapsulation de cette protéine dans des vecteurs
de nature lipidique ou synthétique, et vise a protéger cette substance, et a en contrdler ou

moduler sa libération sur son site apres encapsulation (Wong et al., 2016).

A ce jour, quatre groupes de vecteurs synthétiques ont été étudiés dans le cadre de la
délivrance orale d’insuline : les liposomes et les nanocapsules lipidiques, et les nanospheres

et les nanocapsules polymériques (Wawrezinieck et al., 2008 : Figure 1.3).
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Figure 1.3 : Schématisation des différents vecteurs pour la délivrance d’insuline par
voie orale : A— Liposomes, B — Nanocapsules lipidiques, C — Nanospheéres de

polymeére, D — Nanocapsules de polymere. (Wawrezinieck et al., 2008)

A. Les liposomes

Les liposomes sont des vésicules composées d’une ou de plusieurs bicouches de
phospholipides organisées autour d’un coeur aqueux contenant un principe actif hydrosoluble
dans le cas de la vectorisation médicamenteuse (Cui et al., 2015). lls sont classés en trois
groupes selon leur taille et le nombre de bicouches lipidiques qu’ils contiennent : les
liposomes de petite taille formés d’une monocouche lipidique (10 a 100 nm), les liposomes
de grande taille formés d’une monocouche lipidique (100 a 300 nm) et des liposomes
multicouches. Des agents de ciblage, tels que des anticorps ou des ligands de récepteurs, ou
des agents de furtivité, tels que le polyéthyléne glycol dans le cas de la pegylation, peuvent
étre greffés a leur surface, afin de cibler un site d’action spécifique ou d’augmenter leur

temps de circulation (Renukuntla et al., 2013 ; Torchilin, 2005 : Figure 1.4).
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Figure 1.4 : Schématisation des différents types de liposomes monocouches
(Torchilin, 2005)

B. Les particules et capsules lipidiques

Les particules et les capsules lipidiques sont réalisées a partir de lipides solides a
température ambiante. Elles sont le plus souvent synthétisées par émulsion huile/eau.
L’avantage qu’clles apportent, tout comme les liposomes, est lié a la nature de leur
membrane. Elle est souvent composée de glycérides qui sont biocompatibles. Cependant, la
faible stabilité de ces structures nécessite la présence de surfactants dont le choix doit faire
I’objet d’une attention particuliére, en raison de leur possible toxicité. Bien que les lipides
soient de nature biocompatible, et ils sont le plus souvent approuveés par I’agence américaine
de sécurité des médicaments (Food and Drug Administration, FDA), une administration
excessive de lipides peut engendrer des complications telles que les hyperlipidémies et des

troubles gastro-intestinaux (Gamboa et al., 2018).

C. Les nanoparticules polymériques

Au cours des dernieres décennies, les vecteurs a base de polymeres se sont largement
développés (Delie et Blanco-Prieto, 2005). Ces vecteurs sont des systemes colloidaux basés
sur des polymeres biodégradables et biocompatibles solides naturels ou synthétiques (Wong
et al., 2020b).

D’une maniére générale, les nanoparticules ou nanovecteurs sont des particules
colloidales dont le diameétre varie entre 10 et 1000 nm. Le principal attrait de cette faible

taille par rapport aux microparticules est 1’utilisation potentielle par voie parentérale,
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notamment en voie intraveineuse (Martins et al., 2018). Quel que soit la méthode employée,
elle génére globalement deux types de structures particulaires : les nano capsules et les nano

sphéres (Figure 1.5).

PRINCIPE ACTIF

Encapsulé Adsorbé

Nanospheéres

Nanocapsules

Figure 1.5 : Schématisation des différentes formes de nanoparticules : A —

Nanosphéres ; B — Nanocapsules (Kumari et al., 2010)

Les nanospheres sont des structures matricielles sphériques composées d’un réseau
polymere. Le principe actif peut se trouver dispersé dans le réseau polymere durant la
formation des nanosphéres ou adsorbé a la surface de ces particules aprés préparation par

des liaisons hydrophobes électrostatiques ou covalentes.

Les nanocapsules sont définit comme des structures réservoirs, sphériques, a paroi
polymere et avec un cceur hydrophile ou lipophile. Dans ce cas le principe actif est
couramment dissous dans le ceeur, mais peut se trouver adsorbé a la surface des nanocapsules
(Kumari et al., 2010).

1.4. Les genérations des nanoparticules

Les études d’amélioration du comportement biologique des nanoparticules portant
sur les modifications de leurs propriétés de surface permettent d’obtenir trois générations de

nanoparticules.
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1.4.1. Premiére génération

La premiere génération de nanoparticules est formée de colloides stables sur lesquels
est accroché le principe actif afin de ralentir leur élimination par le systéme rénal. L’effet de
ces particules est alors prolongé. Cependant, bien que ce genre de particules permette le
ralentissement de leur élimination par voie rénale, elles sont tout de méme considérées
comme des corps étrangers par le systtme immunitaire de 1’organisme, et plus précisément
par le systeme réticuloendothélial. De ce fait, elles sont souvent rapidement prises en charge
par les macrophages. Ces nanovecteurs de premiére génération ont donc une courte durée de
vie en circulation sanguine, et s’accumulent généralement dans certains organes comme le

foie et la rate (Gao et al., 2010).

Afin de réduire le phénomeéne d’opsonisation, et donc augmenter leur temps de
transport dans la circulation sanguine pour qu’elles puissent atteindre la zone d’intérét, il
faut rendre ces nanoparticules « furtives » vis-a-vis du systeme immunitaire (Deuxieme

géneration).

1.4.2. Deuxiéme génération

L’apparition de la seconde génération de nanoparticules est liée a I’utilisation
d’agents de furtivité, dont I’objectif principal de ces nanoparticules furtives, une fois
administrées dans le compartiment sanguin est d’augmenter la durée de vie de circulation de
I’agent dans le sang. En effet, le recouvrement de ces particules par d’agent de furtivité les
permet d’échapper a la capture par les cellules du systeme immunitaire en esquivant la

fixation des opsonines (Andreani et al., 2014 ; Huckaby et Lai, 2018).

Généralement, les agents de furtivité utilisés pour créer une couche protectrice autour
des transporteurs sont des polymeres. Le polyéthyléne glycol (PEG), ou polyoxyéthylene
(POE), est le plus couramment utilisé, en raison des avantages qu’il possede, tels que la
biocompatibilité, la solubilité en milieu aqueux, la non toxicité, et a en outre leur faible
immunogénicité et antigenicité. En plus, il est autorisé a I’injection chez I’homme par
I’organisation américaine Food and Drug Administration (FDA) (D’souza et Shegokar,
2016).

1.4.3. Troisieme géenération

La caractéristique principale des colloides furtifs est de rester plus longtemps dans la

circulation sanguine que les autres nanoparticules. Cependant, ils finissent par é&tre
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extravasés hors du compartiment sanguin, notamment dans les zones de vascularisation

ayant d’importantes fenestrations comme le foie ou les zones d’angiogenése (Abdelkader et
al., 2018 ; Yu et al., 2016).

Afin d’augmenter 1’affinité des nanoparticules furtives pour un type tissulaire ou
cellulaire déterminé, le principe d’adressage moléculaire orienté vers des marqueurs
spécifiques est apparue. Les nanoparticules de troisieme génération présentent la
particularité de porter un systeme de ciblage cellulaire spécifique. Ainsi, ils correspondent a
des vecteurs de deuxiéme génération auxquels a été fixé sur leur surface des ligands
biologiques qui seront reconnus par les cellules composant le tissu d’intérét ou la cible

concernée (Figure 1.6 : Goutayer, 2008).
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Figure 1.6 : Schéma des trois générations de nanoparticules (Goutayer, 2008)

Les ligands peuvent étre des anticorps ; le plus souvent monoclonaux (Brigger et coll,
2002), des peptides, des saccharides (Prego et al., 2006), des oligonucléotides (Wong et al.,
2020b), ou d’autres molécules comme le folate (Jain et al., 2012). L’ajout de ces ligands a
la surface des nanoparticules favorise généralement leur capture par les macrophages (El
Leithy et al., 2019a).

1.5. Les polyméres les plus utilisés pour I’encapsulation

Aujourd’hui, il existe une grande variété de polyméres d’origine naturelle ou
synthétique destinés a I’encapsulation et la vectorisation des principes actifs. Mais, quelle
que soit leur origine, ces matériaux doivent étre biocompatibles, non toxiques, non

canceérigenes et biodégradables.
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1.5.1. Polymeéres synthétiques

Les polymeéres les plus utilisés pour la formulation de nanoparticules
médicamenteuses sont le poly(acide lactique), le poly(acide glycolique) et 1’acide
poly(lactique-coglycolique), respectivement abrégés PLA, PGA et PLGA en anglais
(Kamaly et al., 2012) : Figure 1.7).

A S

PLA PGA PLGA

Figure 1.7 : Polyméres biodégradables couramment utilisés dans 1’application de

délivrance de médicaments (D’apres (Kamaly et al., 2012)

1.5.2. Polyméres naturels

Les polymeres naturels sont considérés les moins toxiques. La plupart sont déja
utilisés comme excipient (Sonia and Sharma, 2012). Les trois principaux polymeéres
saccharidiques utilisés aujourd’hui pour le développement de vecteurs thérapeutiques sont
le chitosane, 1’alginate et 1’acide hyaluronique (Bianchera and Bettini, 2020). Elles
présentent 1’avantage d’étre stables et facilement modifiable chimiquement et
biochimiquement. De plus, ils sont hydrophiles et biodégradables, dégradés par les enzymes
et biocompatibles. Les polysaccharides chargés comme le chitosane et 1’alginate présentent
aussi I’avantage de former des complexes avec les principes actifs chargés eux aussi par

interactions électrostatiques(Li et al., 2020).

1.6. L’enrobage par le PEG

Le polyéthylene glycol (PEG) est un polymére hydrophile non ionique. Il est
composé de chaines de taille variable pouvant moduler la densité des nanoparticules
enrobées. Il est ajouté a la surface des NPs par plusieurs types de liaisons, dont les plus
courantes sont les liaisons covalentes. Le PEG est connu pour sa compatibilité avec
I’organisme, et ¢’est pourquoi il est approuvé par la FDA. Il a des effets potentialisateurs des
NPs, car il permet de réduire I’accumulation des NPs dans les organes tels que le foie et la

rate (Huckaby et Lai, 2018 ; Knop et al., 2010); comme il diminue les phénomenes
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d’opsonisation (Andreani et al., 2014b ; Hinds et al., 2005 ; Prego et al., 2006). L’enrobage
des NPs par le PEG prévient également de I’agrégation des NPs par sa forte stabilité stérique.

Les ¢tudes d’optimisation du taux de PEG a la surface des particules, ainsi que la
taille et la structure des chaines de polymere montrent qu’avec une taille égale, une chaine
ramifiée sera plus efficace qu’une chaine linéaire, mais également avec une masse molaire
inférieure a 2000 g/mol, la durée de vie en circulation est peu affectée (Elvassore et al.,
2001 ; Khutoryanskiy, 2018 ; Papadimitriou et al., 2012).

1.7. Mécanismes de libération du principe actif a partir des micro/nanoparticules

Le mécanisme de libération du médicament de la matrice polymére peut étre
classé en trois processus principaux en se basant sur les caractéristiques et les propriétés

physiques et chimiques du polymere (Hsieh, 2012), a savoir :

- La diffusion de médicaments a travers les polymeres non dégradables (systeme de

contréle de diffusion).

- Le gonflement et la diffusion du médicament avec un polymere gonflant (systéeme de

gonflement)

- La libération du médicament par la dégradation et I'érosion (systéme de contrdle de

I'érosion.

De plus, la cinétique de libération a partir de ces particules dépend des certains
parametres incluant la taille des particules, le type et le poids moléculaire du polymére ; le
rapport polymeére /principe actif; et la structure et porosité de la forme de la matrice (Guidotti
et al., 2020; Kamaly et al., 2016).

1.8. Conclusion

L’administration de ’insuline par voie orale présente deux problémes majeurs :
dégradation de cette protéine dans le tractus digestif et des difficultés a passer la barriere
intestinale. L’encapsulation de I’insuline dans des particules de polyméres semble donc étre
un moyen de protéger la protéine des différentes attaques qu’elle est susceptible de

subir le long du tractus gastro-intestinal (pH gastrique acide, enzymes protéolytiques).

De plus, les propriétés physico-chimiques du polymeére utilisé dans la formulation

pourraient faciliter et augmenter son passage a travers I’épithélium intestinal.
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CHAPITRE Il : DIFFERENTES TECHNIQUES D’ENCAPSULATION

2.1. Introduction

Plusieurs méthodes d’encapsulation permettent de générer des vecteurs. Les
propriétés de ces vecteurs (taille, épaisseur de la paroi, perméabilité) dépendent de la nature
des composants et des méthodes de fabrication utilisées, dans 1’objectif est de vehiculer de
facon spécifique et protéger les substances actives qui sont dégradées par les enzymes
protéolytiques notamment 1’insuline (Martins et al., 2014). Ce chapitre se focalise sur la

présentation de ces vecteurs les plus utilisés, ainsi quelques techniques d’encapsulation.

2.2. Les différentes techniques d’encapsulation

Plusieurs techniques d’encapsulation existent, elles sont généralement classées en
trois groupes suivant le procédé industriel utilisé (Richard and Benoit, 2000). Elles se

classent en (Figure 2.1) :

- Procédés mécaniques qui mettent en ceuvre des techniques de pulvérisation, de
formation de gouttes ou de gouttelettes et d’extrusion.

- Procédés physicochimiques qui se basent sur les variations de solubilité et la
précipitation des agents encapsulant (des polymeres) sous 1’effet de variation des
conditions physiques ; tels que la température et le pH sont en fonction de I’ajout
d’un non-solvant, mais aussi sur la maitrise des changements d’état (fusion,
solidification) des polymeres,

- Procédés chimiques au cours desquels il s’effectue simultanément la synthese de la
membrane (ou la matrice) et I’encapsulation de la matiére active comme la

polymérisation et la polycondensation interfaciale.

Dans cette étude, uniquement des procédés physico-chimiques notamment
I’encapsulation par gélation ionotropique et une technique d’émulsification (la double
émulsion) ont été appliquées. Soulignant qu’il ne sera développé ici d’une maniére plus

détaillée que ces techniques.
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Figure 2.1 : Les différents procédés d’encapsulation

2.2.1. Gélation ionotropique

La gélation ionotropique est basée sur la capacité de réticuler des polyélectrolytes en
présence de certains ions pour former des hydrogels. Le cas le plus connu est celui de la
gélation de 1’alginate en présence de calcium. Les micro et macrospheres sont produites via
une goutte a goutte d’une solution d’alginate et de principe actif dans une solution du
chlorure de calcium. Les ions calcium se répondent alors dans les gouttes d’alginate formant

un réseau tridimensionnel de ’alginate ioniquement réticulé (Sarmento et al., 2007a).

Etant donné que la formation des gouttelettes se fait via une aiguille, la taille des
particules est relativement importante. Néanmoins des gouttelettes de plus petite taille
peuvent étre formées en utilisant des vibrations ou un systeme de pulverisation (Patil et al.,
2010a).

Cette technique présente I’avantage principal de permettre une formulation douce et
de conserver ainsi 1’activité biologique des protéines, elle est aussi simple, rapide, rentable
et industrialisable. Mais aussi elle présente un inconvénient majeur. En effet, la matrice et la
membrane formées ne sont pas capables de contrdler la libération sur une longue période,
cependant pour controler cette derniére il est nécessaire d’incorporer des polyélectrolytes
chargés pouvant se complexer avec 1’alginate et former un deuxiéme enrobage de principe

actif, le polymére le plus utilisé est le chitosane (Motwani et al., 2008 ; Sezer, 1999).
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A. Généralités sur I’alginate

L’alginate est le biopolymere polyanion le plus utilisé dans 1’encapsulation par
gélation ionotropique. Vu leurs nombreuses propriétés comme épaississant, stabilisant,
gélifiant et filmogene, ce polysaccharide «polyvalent » est trés utilisé en industrie. Ce
biopolymeére est abondant dans la nature comme un composé structural majeur qui est extrait

des parois cellulaires des algues brunes et de capsules bactériennes (Lee and Mooney, 2012).

Les développements récents dans la régulation de la biosynthése de I’alginate dans
des bactéries et la modification relativement facile des bactéries pourraient permettre la
production d’alginate hautement spécifique pour une large gamme d’applications
(Aderibigbe et Buyana, 2018).

e Structure chimique

L’alginate est un copolymere linéaire, constitué de deux unités monosaccharidiques :
I’acide D-mannuronique (M) et D’acide L-guluronique (G).Il s’agit donc d’un
polyuronide. Ces acides sont liés entre eux par des liaisons glycosidiques du type (1-4). Les
molécules d’acide uronique sont réparties le long de la chaine de I’alginate sous forme de

blocs.

Il en existe 3 types (Figure 2.2-a) des sequences homopolymériques ne contenant que
des unités d’acide mannuronique (blocs M) ou guluronique (blocs G), ainsi que des blocs
hétéropolymeériques contenant a la fois les deux unités d’acide uronique (blocs MG) (Pawar
et Edgar, 2012). La composition et 1’organisation des acides uroniques en séquences sont

donc tres variables en fonction du type d’alginate.

En ce qui concerne la conformation des chaines, I’alginate posséde quatre types de
liaisons glycosidiques : di-axial (GG), di-équatoriale (MM), axial-équatoriale (GM) et
équatoriale axiale (MG) (Figure 2.2).
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Figure 2.2 : Structure chimique de 1’alginate de sodium : (2) — monoméres d’acides
uroniques ; (b) — conformation des chaines ; et (c) — distribution des blocs (Ching et al.,
2017 ; Draget et al., 2005)

¢ Propriétés de I’alginate

o Solubilité : L’alginate de sodium est soluble dans I’eau froide formant une
solution colloidale visqueuse. Il est insoluble dans I’alcool et dans les solutions
hydroalcooliques dans lesquelles la teneur en alcool est supérieure & 30% (m/m).
Il est également insoluble dans les autres types de solvants organiques
(chloroforme, éther...) (Shilpa et al., 2003). La solubilité de 1’alginate dépend

de trois parametres principaux (Draget et al., 2005) :

- pH du solvant : Il détermine la présence de charges électrostatiques au
niveau des acides uroniques. Les valeurs de pKa déterminés par titration
potentiométrique des deux résidus composant 1’alginate a savoir 1’acide D-
mannuronique et L — guluronique sont de 3,38 et 3,68, respectivement. Le
pKa final de I’alginate différe faiblement du pKa des deux acides uroniques
qui le compose.

- Une chute brutale du pH va entrainer la précipitation des molécules d’acide
alginique, alors qu’un ajout progressif de protons va permettre de former un

gel d’acide alginique. On note que pour des valeurs de pH faibles la solubilité
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dépend des séquences constituant le polymeére, selon 1’ordre suivant :

Séquences GG< Séquences MM <Sequences MG.

- La force ionique : Elle agit par la présence de groupements anioniques au

niveau du polysaccharide et peut modifier la conformation moléculaire.

- La présence d’ions divalents : Ils peuvent interagir avec les groupements
carboxyliques et influencent donc la solubilité de 1’alginate. La dureté de
’eau (teneur en Ca?*) par exemple est un facteur important lors de la

préparation d’une solution d’alginate.

o Bioadhésion : la bioadhésion est définie comme I’adhésion ou le contact entre
deux surfaces dont I’une est un substrat biologique. Si I’une des surfaces est une
couche de muqueuse, le terme « 'mucoadhésion »' est utilisé. L’alginate est classé
comme polymére naturel avec des propriétés mucoadhésives supérieures a
d’autres polymeres comme le chitosane, la carboxyméthylcellulose et 1’acide
polylactique. En effet, des études ont montré que les polymeres polyanioniques
sont plus efficaces que les polymeéres polycationiques et non ioniques (George et
Abraham, 2006; Gombotz et Wee, 1998). Cette propriété de ’alginate est a
I’origine de son utilisation dans le domaine de la bioencapsulation comme matrice
d’encapsulation des médicaments administrés par voie orale (Bagre et al., 2013;
Chen et Subirade, 2006).

o Gélification de I’alginate : 1’alginate est un gélifiant naturel qui peut former des
hydrogels physiques par gélification ionotropique en présence d’ions divalents ou
par gélification acide par diminution du pH. Il a été démontré que les propriétés
mécaniques de 1’hydrogel d’alginate obtenu dépendent du ratio entre les blocs M
et les blocs G (ratio M/G) qui compose 1’alginate. En effet, les alginates composés
d’un ratio (M/G) ¢levé forment des gels mous et €lastiques, alors que les alginates
avec un ratio (M/G) faible donnent des gels durs et cassants (Kakita et Kamishima,
2008) ; Leister et Karbstein, 2020; Sonaje et al., 2012).

- Gélification ionotropique de D’alginate : la gélification ionotropique de
’alginate est liée a son affinité pour certains ions par formation de liaisons
ioniques accompagnées de changements conformationnels. En effet, les
chaines de polymére d’alginate interagissent avec les cations bivalents ou

trivalents (Fe®*, AI**) pour former des hydrogels. L’affinité de I’alginate vis-a-
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vis des ions bivalents diminue dans I’ordre suivant : Pb> Cu> Cd> Ba> Sr>
Ca> Co, Ni, Zn> Mn (Fatin-Rouge et al., 2006). Le calcium demeure le cation
le plus couramment utilisé pour induire la formation de gel d’alginate (Reis et
al., 2006a).

- Mécanisme de gélification : quand des ions divalents tels que Ca?" sont
introduits dans une solution d’alginate de sodium, un réseau expansé se forme.
Les étapes de la réticulation ionique de I’alginate sont schématisées dans la

Figure 2.3.

Figure 2.3 : Mécanisme de gélification de 1’alginate en présence d’ions calcium : A
Chélation des cations divalents B- Formation de la jonction entre les chaines (Fang et al.,
2007)

Deux blocs G ou MG de deux chaines de polymeéres adjacentes peuvent étre réticulés
en présence d’un cation bivalent par des interactions électrostatiques entre deux groupements
carboxyliques COO- du polysaccharide. La formation d’une zone de jonction entre les
chaines alginates, via le contre-ion calcium par exemple, aboutit de proche en proche a la

formation d’un hydrogel (Figure 2.3).

Lorsque deux brins de polymere sont face a face, la conformation des blocs G ou MG
forment des cavités dans lesquelles viennent se loger les ions Ca?*. Cette dimérisation des
blocs est appelée structure type «boite d’ceufs » dans laquelle les ceufs représentent les ions
(Morris et al., 1978 ; Figure 2.4).
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Figure 2.4: Le model dit « egg-box » (Li et al., 2007; Morris et al., 1978)

e Techniques de gélification

Il existe deux approches de préparation d’hydrogel d’alginate par réticulation ionique :
o Gelification externe ou par diffusion

Le procédé de « gélification externe » est trés simple et mis en ceuvre a température
ambiante. Il consiste a verser goutte a goutte une solution d’alginate dans une solution
contenant du calcium libre (Figure 2.5). La gélification de I’alginate est immédiate a la
périphérie de la goutte. Des échanges peuvent ensuite se produire entre 1’intérieur et
I’extérieur de la goutte. Quand I’alginate joue le réle de matrice immobilisant, on aura
recours a cette technique de gélification. Par conséquent, on utilise principalement cette
méthode dans la fabrication de billes, films et fibres ; ce principe est mis a profit pour réaliser
des encapsulations d’enzymes ou bactéries, mais les hydrogels formés ne sont pas
homogeénes. L’inconvénient de cette méthode est la non-uniformité de I’hydrogel obtenu :la
concentration en alginate décroit de la surface au centre du gel (Kaklamani et al., 2014 ; Liu
et al., 2004).

Limite de
I"'hydrogeél

-

~x

(_/ ~

=

- Réservoir de
- calcium

Zone de diffusion

Figure 2.5 : Illustration du mode de diffusion dans le gel Ca-alginate (Palluault, 2010)

24



o Gélification interne

Une approche dite de « gélification interne ou in situ», ou la source de calcium
initialement sous forme insoluble (CaCOs, CaSOs,..) est dispersée dans la solution
d’alginate. Pour obtenir un gel d’alginate homogéne, il convient de piéger le calcium du
milieu. Une fois le calcium pi¢gé, I’alginate peut se dissoudre. Ensuite, les ions de calcium
sont par la suite libérés de fagon contrélée typiquement par diminution progressive du pH
(par solubilisation donc de la source de calcium) qui déclenche la libération des ions dans la
solution d’alginate. L’abaissement progressif du pH est généralement obtenu par ajout de
lactones a hydrolyse lente telle que la gluconolactone (GDL) servant a 1’encapsulation de

principes actifs et pour I’'immobilisation de cellules (Silva et al., 2006b; Figure 2.6).

+
2H K H,CO;— H,0 + CO,
GDL

Figure 2.6 : Illustration du mode de gélification interne dans le gel Ca-alginate
(Palluault, 2010)

o Etat «prégel» de Ialginate de calcium et le recouvrement avec du chitosane

Dés 1992, une technique permettant de préparer des nanoparticules a base d’alginate
de calcium a été décrite par gélation ionotropique. Le procédé consiste a former un systeme

«prégel» d’alginate de calcium, puis a le faire interagir avec du chitosane (Sarmento et al.,
2007a).

L’état «prégel» d’alginate de calcium est obtenu en mélangeant une solution
d’alginate de sodium trés diluée et une solution de chlorure de calcium également trés diluée.

Ces billes sont secondairement recouvertes par une membrane de chitosane afin d’en
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diminuer la porosité et d’en augmenter la stabilité en milieu gastro-intestinal (Bagre et al.,
2013).

Lors de I’immersion des billes d’alginate dans une solution de chitosane, des
interactions ¢lectrolytiques entre les groupes carboxyles de 1’alginate et les amines
polycationiques du chitosane permettant la formation de complexes polyélectrolytiques avec
les résidus mannuroniques de I’alginate du «prégel» et conduit a la formation de
nanoparticules. Le diamétre moyen de celle-ci varie de 300 a 750 nm, augmentant lorsque
la concentration en alginate augmente. La présence de chitosane permet d’assurer une
stabilité des billes en milieu acide (estomac), avant libération du contenu en milieu intestinal
(Azevedo et al., 2014).

e Généralité sur le chitosane

Le chitosane est un copolymeére polycationique issu de la chitine composant la paroi
cellulaire de nombreux champignons et I’exosquelette des arthropodes (Shahidi et
Abuzaytoun, 2005). La chitine est composée de chaines linéaires de N-acétyl-glucosamine
reliées par des ponts — -osidiques. Le chitosane est obtenue apres déacétylation de la chitine
non soluble (Zargar et al., 2015 : Figure 2.7). Le chitosane est métabolisé dans les lysosomes,

dégradé peu a peu en sucres aminés et totalement éliminé par I’organisme (Kean and Thanou,

2010).
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Figure 2.7 : Schématisation de la déacétylation de la chitine (Zargar et al., 2015)
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Le chitosane est mucoadhésif et a ¢également la capacité d’ouvrir transitoirement les
jonctions serrées des épithéliums. Cette derniére action est due a I’interaction des charges
positives du chitosane avec les protéines de la jonction serrée, comme les occludines et les
protéines zonula occludens-1 (ZO-1), interaction engendrant une réorganisation des
filaments d’actine et I’ouverture des jonctions (Sonaje et al., 2012). Ces deux propriétés font
du chitosane un composé intéressant pour la vectorisation de principes actifs au niveau des
différents épithéliums de I’organisme (Pawar et Jaganathan, 2016). Les procédés de
formulation a partir de chitosane sont relativement doux et n’engendrent généralement pas
de détérioration du principe actif ; c¢’est donc un polymeére de choix dans la fabrication de

vecteurs de médicaments (Vieira et al., 2018).

e L’encapsulation de I’insuline par gélation ionotropique

La gélation ionotropique a été largement utilisée pour encapsuler 1’insuline avant
administration par voie orale chez le rat, notamment la prégélification ionotropique suivie
de la formation d’un polyélectrolytique avec le chitosane. Plusieurs études ont montre des
diminutions de la glycémie suite a I’utilisation des nanoparticules furtives encapsulant
I’insuline, préparées par gélation ionique suivie par un greffage de leur surface avec un agent
ciblant (El Leithy et al., 2019b ; Lopes et al., 2016).

En effet, I’insuline est un polypeptide disposant de groupements ionisables portés par
les résidus de certains acides aminés. L’insuline peut arborer de ce fait une charge globale
dépendante du pH. Un point isoélectrique est défini pour une valeur de pH pour laquelle une
électroneutralité de la molécule est observée. Li et al. (1954) ont déterminé le point
isoélectrique de I’insuline par électrophorése dans une gamme de pH comprise entre 5,3 et
5.,4. En fonction du pH, I’insuline peut étre considérée comme un polyélectrolyte soit chargé

positivement soit chargé négativement (Callet, 2010 : Figure 2.8).

Les conditions idéales permettant la formation de nanoparticules d’insuline par
gélation ionotropique correspondent a une valeur de pH ou I’insuline est a la fois
biologiquement active et chargée soit a la valeur du pH physiologique (pH 6,2). L’insuline
peut donc étre complexée idéalement avec un polyélectrolyte de charge positive (Callet,
2010).
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Figure 2.8: Charge globale de I’insuline en fonction du pH (Callet, 2010)
2.2.2. Les techniques d’émulsification

A. Emulsification couplée a la gélification interne

Parmi les méthodes de gélation ionotropique, on trouve la méthode
d’émulsification/internal gélation qui est basée essentiellement sur la dispersion d’une phase
aqueuse qui contient la substance active a encapsuler, 1’alginate de sodium et des ions de
calcium (CaCOs3) dans une phase huileuse qui est la phase continue. Une réduction brutale
du pH, lors de I’ajout d’un acide organique soluble dans la phase huileuse permet de reléguer
le calcium de son sel insoluble et entraine la gélification de billes d’alginate (Liu et al., 2013 ;

Reis et al., 2006 b).

Plusieurs travaux antérieurs ont mis au point une méthode combinant I’émulsification
et la gélification interne pour produire des billes de petite taille (Liu et al., 2013 ; Silva et al.,
2005). Schématiquement, une émulsion E/H est formée a partir d’une phase aqueuse
contenant 1’alginate de sodium dissous et un sel de calcium insoluble en suspension, la phase

huileuse étant pour sa part constituée d’une huile végétale.

La gélation sera induite lors de la libération des ions de calcium par I’ajout des
gouttelettes d’acide acétique glacial. Une derniére étape consiste a diluer 1’émulsion dans un
grand volume de chlorure de calcium pour permettre une gélification externe des billes lors

de la coalescence entre les gouttelettes contenant 1’alginate prégélifiée et celle contenant le
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chlorure de calcium. Apres ajout d’un certain volume de cette solution de chlorure de
calcium, on observe une inversion de phase de 1’émulsion puis finalement une séparation

des phases huileuses et aqueuses permettant de récuperer les billes de gel (Liu et al., 2003).

Par rapport a la gélification externe, la technique par emulsification et gélification
interne a permis d’obtenir des gels plus homogenes, assurant une meilleure stabilité de la
bille en milieu gastro-intestinal simulé. Le rendement d’encapsulation est cependant plus

faible que par gélification externe (Reis et al., 2006b).

» L’encapsulation de ’insuline par émulsification/gélification interne

Cette technique par gélification interne au sein d’une émulsion a ¢été utilisée
¢galement pour développer un vecteur d’administration de I’insuline par voie orale (Lopes
et al., 2015 ; Silva et al., 2006a). Différents protocoles de purification des microparticules
ont été évalués, incluant des centrifugations et des cycles de lavage (Reis et al., 2007 ; Santos
etal., 2013).

B. Double émulsion pour la délivrance de medicaments

Une autre voie d’encapsulation possible concerne, les émulsions multiples ; grace a
leur structure compartimentée, les émulsions multiples sont rapidement apparues comme des
systémes intéressants de par leur taux d’encapsulation élevé vis-a-vis des composés
hydrosolubles. En effet, elles sont fortement utilisées pour la délivrance de molécules actives
(Desai et al., 2005 ; Jiménez-Colmenero, 2013).

e Généralités sur les émulsions doubles

Une émulsion est composée d une phase aqueuse, d’une phase huileuse et d’un agent
émulsifiant. La phase aqueuse (ou assimilée) peut contenir des électrolytes, des composés
organiques plus ou moins solubles (hydrophiles), etc. La phase organique est constituée par
une huile d’origine minérale (hydrocarbure, dérivés halogénés...), végétale ou animale, une
huile de silicone, etc. Quant a I’interface, elle consiste le plus souvent en une monocouche
d’émulsifiants adsorbée, mais peut également renfermer des cristaux liquides lyotropes, de
fines particules solides (silice par exemple) ou méme des électrolytes inorganiques
(Canselier et Poux, 2004).

Il existe deux types d’émulsions : les émulsions simples et les émulsions multiples.

Les premicres sont constituées d’une phase dispersée (nommée également discontinue ou
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interne) dans une phase continue (appelée aussi externe ou dispersante), et sont de type
« huile-dans-eau » (H/E) si la phase dispersée est lipophile et la phase continue hydrophile.

Dans le cas inverse, cette émulsion est appelée « eau-dans-huile » (E/H).

Les émulsions multiples sont des émulsions d’émulsions. On distingue la phase
interne, la phase intermédiaire agissant comme une membrane et la phase externe. Chaque
phase peut contenir des principes actifs différents, ceci permet de conjuguer des molécules
incompatibles : I'une dans la phase interne et I’autre dans la phase externe. Ces phases
peuvent étre hydrophiles et séparées par une phase intermédiaire huileuse (cas des émulsions
E/H/E, ou bien deux phases huileuses séparées par une phase aqueuse (émulsion H/E/H)
(Figure 2.9 : Aserin, 2008).

Phase
axterne

Phase
interna

Phasa
intermédiaire

Emulsion H/LH Emulsion L/H/L
Figure 2.9 : Les 2 types d’émulsions doubles (Aserin, 2008)

e Role des agents de surface dans les émulsions multiples

Une émulsion double est un systéme polydispersé dans lequel a la fois un systéeme
eau-dans-huile (W/O) et un systeme huile-eau (O/W) existent simultanément. Pour stabiliser
I’émulsion primaire W/O un émulsifiant lipophile (de faible valeur HLB 2-8) est nécessaire,
alors que pour réémulsionner I’émulsion primaire dans la phase aqueuse externe, un

émulsifiant hydrophile (valeur HLB élevee 6-16) est obligatoire (Bhattacharjee et al., 2018).

L’emploi d’agents de surface lipophile et hydrophile a pour but de diminuer la
tension entre les liquides non miscibles et ainsi assurer une certaine stabilité a ces systémes.
Pour les émulsions multiples E/H/E : les molécules de 1’émulsionnant primaire, a tendance

lipophile, s’orientent a I’interface E/H et celles de 1’émulsionnant secondaire a tendance
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hydrophile, a I’interface externe H/E. Ils donnent ainsi si leur taux et leur nature sont bien
adaptés a celui de la phase huileuse, deux films monomoléculaires. Les parties apolaires des
émulsionnants se trouvent dans 1’huile alors que les parties polaires se trouvent dans la phase

aqueuse interne et externe.

Il s’en suit que les emulsifiants se présentent selon une couche biomoléculaire,
formant avec I’huile, I’enveloppe méme de la vésicule. En effet, I’agent de surface lipophile
introduit dans 1’émulsion H/L constituant de 1’interface interne Eau/Huile, s’oriente en
structure lamellaire et aurait ainsi un rdle prépondérant dans la stabilisation de la membrane
huileuse, alors que 1’agent de surface hydrophile, en s’adsorbant surtout au niveau de
I’interface externe Huile/Eau, aurait lui, un réle important dans la dispersion des globules
huileux (Leister et Karbstein, 2020 : Figure 2.10).

AR
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.‘“Emulsifiant hydrophile, i Emulsifiant lipophile, Substance active osmotique

Figure 2.10 : Composition de I’interface d’une émulsion multiple stabilisée par deux

émulsifiants antagonistes avec une distribution ideale (Leister et Karbstein, 2020).

Tous les émulsifiants synthétiques, ou parfois d’origine naturelle peuvent étre
utilisés, avec cependant, une préférence pour les émulsifiants non ioniques d’origine
synthétique lors de la formulation d’une émulsion multiple a usage pharmaceutique. Parmi
les émulsifiants lipophiles les plus performants, tels que les esters de sorbitane a longue
chaine hydrocarbonée, les dérivés perfluorés et surtout les agents de surface
macromoléculaires, et comme émulsifiants hydrophiles, tels que les esters de sorbitanne
polyoxyéthylénés (Tween®) et aussi les copolymeres d’oxyde d’éthyléne et d’oxyde de
propylene, dit Poloxamer (Leister et Karbstein, 2020).
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Les émulsifiants connaissent au moins deux impératifs :

- Le respect d’équilibre entre les concentrations respectives de I'émulsifiant
hydrophile et I'émulsifiant lipophile, car si par exemple le premier se trouve en
plus grande concentration, il risque de solubiliser le second et la migration de ce
dernier vers I’interface externe, ce qui pourrait avoir comme conséquence de

déstabilisation de 1’émulsion multiple.

- La valeur de la balance hydrophile — lipophile (HLB) du mélange d’émulsifiant
ne doit pas trop élevée, pour éviter le risque d’inversion ou de formation d’une
émulsion de premier ordre L/H (Bhattacharjee et al., 2018 ; Ding et al., 2019 ;
Leister et Karbstein, 2020).

C. Procédes classiques de fabrication des émulsions multiples

Quatre procédés classiques peuvent étre utilisés pour la fabrication des émulsions

multiples :

e Procéde a deux étapes

L’émulsification en deux étapes est le procédé le plus souvent employé, car c’est le
plus simple et le plus facile & maitriser. Une premiére émulsion d’huile dans eau ou eau dans
huile (O/W ou W/O) est réalisée. Cette émulsion est ensuite immédiatement dispersée dans
la phase externe contenant un surfactant approprié (Figure 2.11). Le point critique de cette
préparation est la deuxieme étape. Il semble que le surfactant compris a I’interface interne
joue le role de stabilisant, et que le surfactant de 1’interface externe ait un réle important

dans la dispersion des globules (Allouche et al., 2003).
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Figure 2.11 : Représentation schématique de la méthode d’émulsification en deux étapes

(a) réalisation de I’émulsion directe (b) réalisation de 1’émulsion double (Allouche et al.,
2003)

Cette méthode est trés intéressante parce qu’elle permet un bon contrdle de la taille
des globules apres la deuxieme émulsification. De plus, cela permet de contréler la
quantité de gouttelettes encapsulées dans les globules. Le dernier avantage de cette
technique est la possibilité de formuler une emulsion double comportant une phase
externe et une phase interne différentes, ce qui n’est pas possible quand 1’émulsification est

réalisée en une seule étape (Allouche et al., 2003 ; Ding et al., 2019).

Plusieurs systémes d’émulsions doubles E/H/E formulées grace a un procédé
d’émulsification en deux étapes ont été décrits dans la littérature (Pimentel-Moral et al.,

2018 ; Qi et al., 2011 ; Schmidts et al., 2010).
e Procédé en continu en une étape

Des émulsions doubles peuvent étre également formulées en une seule étape avec
deux tensioactifs antagonistes, chacun solubilisé dans une phase (Kim et Weitz, 2011 ;
Morais et al., 2008). Les différents éléments de la formule sont ajoutés au systeme tout en
maintenant une agitation tres rapide. En raison des contraintes de cisaillement trés élevées,
les gouttelettes d’huiles injectées s’allongent et forment des structures concaves qui
encapsulent ainsi des gouttelettes d’eau. En revanche, ce procédé est plus complexe et peu
courant, car trés difficile a controler la taille et de la composition des gouttes multiples, il
nécessite une formulation particuliére ainsi qu’un matériel trés performant. Il dépend en
particulier, dans la quantité de tensioactif lipophile, du taux de cisaillement, des viscosités

des deux phases et de la tension interfaciale (Besnard et al., 2013).

e Procédé par inversion de phases
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Ce procédé est également rare, car complexe a mettre en ceuvre et nécessite un
matériel spécifique. Une premiere émulsion W/O est préparée. Puis une phase aqueuse
contenant un tensioactif hydrophile est ajoutée progressivement jusqu’a atteindre un seuil de
quantité¢ d’eau. Au moment ou ce seuil est atteint, I’apport d’eau est arrété, formant ainsi une

émulsion double W/O/W stable (Morais et al., 2009).

Cette méthode nécessite une grande précision lors de I’ajout de la phase aqueuse.
Ainsi, il a été démontré dans la littérature que: plus les concentrations, en tensioactif
hydrophile et en phase dispersée, sont grandes, plus la probabilité¢ d’obtenir une inversion de
phase menant a des émulsions doubles est importante (Sajjadi et al., 2002). De plus, I’effet
de la balance hydrophile-lipophile (HLB) sur la formation ou non des émulsions doubles par

inversion de phase a été démontré dans la littérature (Sajjadi et al., 2003)

e Procédé utilisant les diagrammes ternaires

Ce procédé, parfois compliqué, nécessite la préparation de trois solutions initiales

(Figure 2 ..12) :

- un isotrope aqueux ;
- un isotrope huileux ;

- une mésophase cristalline.
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Figure 2.12 : Représentation schématique d’un diagramme de phase ternaire de type eau /
huile / émulsionnant (Stauffer, 2014)

Ces trois phases sont ensuite mélangées dans des proportions définies afin de former
une émulsion multiple. Il est également possible d’obtenir des microémulsions multiples par
ce procédé. Un isotrope huileux contenant de petites quantités d’eau est mélangé a une
solution aqueuse contenant un tensioactif hydrophile dans des proportions bien définies. Il

se forme alors une microémulsion double (Stauffer, 2014).

Un autre moyen tres utilisé dans la littérature pour la formulation des émulsions
doubles est la microfluidique. Cette technique permet d’avoir le méme
nombre de gouttelettes dans chaque globule d’émulsions doubles, et cela de maniere

tres précise grace au dispositif spécifique (Lee et al., 2016).

D. Déstabilisation relative aux émulsions multiples

Tout comme dans les émulsions simples, il existe plusieurs voies de déstabilisation
dans les émulsions doubles. Les plus fréquentes sont le mdrissement et la coalescence. Les
émulsions multiples, compte tenu de leur structure complexe, sont sensibles a d’autres
facteurs entrainant leur destruction. Les principales voies de déstabilisation affectant les

émulsions multiples sont :

- Le mdrissement d’Otswald (Figure 2.13-a) intervient essentiellement entre les
gouttelettes et la phase externe. Le marissement de composition va intervenir lorsque
les deux phases, externe et interne, ont des compositions différentes. Ce phénomene
conduit a terme a 1’équilibre des compositions (Figure 2.13-b : bKabalnov, 2001 ;
Leister and Karbstein, 2020).

- Le phénomene de coalescence est plus complexe que dans les émulsions simples,

- car il peut intervenir de plusieurs manieres (Chavez-Paez et al., 2012; Dima and
Dima, 2020):
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Figure 2.13 : Phénoménes de marissement dans les émulsions doubles H/E/H (a)

mdrissement d’Ostwald (b) mirissement de composition (Leister et Karbstein, 2020)

o Coalescence entre globules : Ce phénoméne pouvant avoir lieu est une
coalescence entre deux globules, entrainant une augmentation de leur taille
(Dickinson, 2011 : Figure 2.14-3).

o Coalescence entre deux gouttelettes : Le deuxiéme type de coalescence est la
coalescence entre les gouttelettes a I’intérieur des globules ou encore entre une
gouttelette et un globule, on parle alors de coalescence multiple (Figure 2.14-b).
Cela conduit a une distribution en taille des gouttelettes plus hétérogéne, mais ne

conduit pas a une réduction de I’encapsulation (Gonzalez-Ochoa et al., 2003).

Og- 0 A=

Figure 2.14 : Représentation schématique de (a) la coalescence entre globules et (b) la

coalescence entre gouttelettes (Leister et Karbstein, 2020)

e Coalescence entre une gouttelette interne et un globule : Ce phénoméne conduit a un
transfert des gouttelettes internes vers la phase continue et donc a la perte de la structure
multiple de la fagon suivante : la gouttelette interne s’adsorbe sur la paroi du globule
puis il y a rupture du film interfacial entre la gouttelette et la phase continue externe
(Leister et Karbstein, 2020 : Figure 2.15).
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Figure 2.15 : Représentation schématique de la coalescence des gouttelettes avec le
globule (Leister et Karbstein, 2020)

Cette coalescence peut étre exacerbée en ajoutant un exces de tensioactif hydrophile

dans la phase continue d’une émulsion E/H/E (Nollet et al., 2018).

Dans le cas des émulsions multiples stabilisées par deux tensioactifs antagonistes,
des échanges peuvent avoir lieu au niveau des interfaces ce qui peut contribuer a

déstabiliser I’émulsion formée (Figure 2.16).

En effet, pour ces émulsions, chaque émulsifiant stabilise initialement une interface
donnée (E/H ou H/E en fonction de sa courbure). Or, ces émulsifiants ont tendance a
migrer vers I’interface de courbure opposée conduisant a terme a deux interfaces de
composition identique, favorisant ainsi la coalescence. L’échange des tensioactifs peut se

faire soit par simple diffusion, soit par transport dans des micelles inverses.

29, 2,
T | R I

— o

Figure 2.16 : Représentation de 1’échange de tensioactifs aux interfaces d’une émulsion
double H/E/H (Dickinson, 2011)

Enfin, un autre phénomeéne peut perturber la composition des émulsions doubles, cela
a lieu quand la pression osmotique a l’intérieur des gouttelettes est plus faible ou
plus élevée que dans la phase externe, ce qui conduit a un échange diffusif de matiére entre
la phase continue et les gouttelettes via un film de phase dispersée (Dickinson, 2011; Jiao et
al., 2002; Leister and Karbstein, 2020). Il peut faciliter la coalescence dans le cas d’un
gonflement des gouttes internes et alors conduire a la perte de la structure multiple. Pour
rééquilibrer les pressions, une réduction ou un gonflement des gouttelettes a lieu
(Figure 2.17).
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Figure 2.17 : Représentation schématique de la réduction ou du gonflement des

gouttelettes : déséquilibre de pression osmotique (Dickinson, 2011; Protat, 2016)

E. Nouvelles approches de stabilisation des émulsions multiples

Les émulsions multiples sont par nature des systemes hors équilibre
thermodynamique comme tous les types des émulsions. Il est donc nécessaire de recourir a
des molécules permettant de les stabiliser. Afin d’assurer cette fonction, il est possible d’agir
sur I’interface entre les phases a 1’aide d’émulsifiants tels que les tensioactifs, les particules,
les polymeres et les protéines, ou de modifier la viscosité de la phase externe grace aux
agents de viscosité (Aserin, 2008 ; Bhattacharjee et al., 2018).

Plusieurs approches ont été établies afin d’améliorer la stabilité des émulsions

multiples. Certaines sont indispensables, quelle que soit la nature de 1’émulsion formulée :

- Stabilisation de I’émulsion interne (primaire) en réduisant la taille des gouttelettes,
et/ou par augmentation de la viscosité de la phase aqueuse interne par addition a cette

derniére d’agents gélifiants (Delample et al., 2014).

- Utilisation de deux solutés afin d’équilibrer les pressions osmotiques entre la phase
aqueuse interne et la phase aqueuse externe, limitant ainsi la migration d’eau (Lutz

etal., 2009 ; Sun et al., 2019).

- L’emploi des huiles cristallisables a température ambiante et de surfactifs
particulaires colloidaux pickering émulsion, qui constituent de fortes barrieres

mécaniques entravant 1’échange d’eau (Aserin, 2008).
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- Stabilisation des interfaces interne et externe par des macromolécules amphiphiles
(tensioactifs polymériques, protéines, polysaccharides...). Plusieurs études
exploitant le concept d’amélioration de la viscosité et/ou de gélification de la phase
W1 ont impliqué une large gamme de biopolymeres alimentaires. Certains
chercheurs ont préparé une émulsion stable, dans laquelle la phase aqueuse W1 a été

gélifiée par de I’alginate de sodium (Sun et al. 2019 ; Perez-Moral et al., 2014).

F. Lien entre la stabilité des émulsions multiples et leurs propriétés rhéologiques

La rhéologie est une branche de la physique qui étudie 1’écoulement ou la
déformation de la matiére, et en particulier des fluides complexes, sous I’effet des contraintes
qui leur sont appliquées. Alors que la viscosit¢ d’un fluide simple est une constante
indépendante de la contrainte ou du cisaillement appliqué, celle d’un fluide complexe peut
présenter des comportements tres variés : rhéo-fluification, rhéo-épaississement, existence
d’un seuil d’écoulement, thixotropie, etc. Les matériaux étudiés peuvent avoir différents

comportements en rhéologie :

e Fluides newtoniens : Le comportement newtonien, est celui des liquides purs, par
exemple I’eau. Dans ce cas, la viscosité est constante et indépendante de la

contrainte appliquée et du gradient de vitesse.
e Fluides non newtoniens

o Comportement rhéo-fluidifiant (pseudo-plastique) : La viscosité diminue si la
contrainte de cisaillement auquel est soumis le fluide croit. Ceci est tres souvent
observé dans les solutions de polymeére ou les dispersions. Ce phénoméne peut
étre da, dans le cas des suspensions a 1’orientation des entités en suspension dans
le sens de I’écoulement ou leur réorganisation sous 1’effet du cisaillement. Ces
matériaux présentent au repos une structure organisée qui provoque une
résistance a I'écoulement. En outre I'accélération de I'écoulement force les
constituants a s'orienter de fagon paralléle entre eux. L'ensemble oppose ainsi

une résistance moindre a I'écoulement d'ou une viscosité moins importante.

o Comportement rhéoépaississant (Dilatant) : La viscosité augmente si la

contrainte de cisaillement augmente (comportement tres rare) (Kostenko, 2019).

o Dans le cas des émulsions multiples les caractéristiques rhéologiques pourraient

constituer des indicateurs incontournables de la stabilité physique de ces
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systemes. Leur tres grande diversité permet en effet de provoquer un

vieillissement acceléré par application de cisaillement intense(Schneider, 2018).

2.3. Mode de libération des principes actifs encapsulés dans les émulsions multiples

La compréhension des modes de libération des molécules encapsulées au niveau de
la phase interne de 1’émulsion multiple et des parametres dont ils dépendent est en effet

essentielle afin de maitriser le profil de libération de la formulation réalisée.

La littérature montre que la libération d’un principe actif contenu dans les émulsions
doubles (et en particulier dans 1’émulsion interne) dépend de nombreux facteurs physico-
chimiques qui peuvent étre reliés au principe actif, tels que son pKa (constante d’acidité),
son coefficient de partage, sa taille, sa diffusabilité et a 1°‘émulsion elle-méme, notamment,
la nature et la concentration des tensioactifs ; de 1’équilibre osmotique entre les deux phases
aqueuses interne et externe (plus le gradient de concentration entre les deux phases est
important, plus la cinétique de libération est rapide) ; de la nature de I’huile et celle des

especes encapsulées (Vasiljevic et al., 2006).

Deux grands types de mécanismes peuvent expliquer la libération des principes actifs
encapsulés dans les émulsions multiples : les mécanismes avec rupture de film et les
mécanismes sans rupture de film. Suivant les formulations des émulsions doubles, I’un ou

I’autre de ces mécanismes, voire les deux, peuvent entrer en jeu.

2.3.1. Mécanisme avec rupture de film

La coalescence des gouttelettes internes a la surface des globules gras conduit a la
fuite des espéces encapsulées vers la phase aqueuse externe (Graber, 2010) ; Aserin, 2008 ;
Benichou et al., 2004 : Figure 2.18).
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Figure 2.18 : Libération d’un composé hydrosoluble par coalescence des gouttelettes
internes a la surface des globules dans une émulsion E/H/E. représente 1’espece encapsulée
(Bonnet, 2008)

La nature des émulsifiants utilisés pour stabiliser les émulsions H/E et E/H a une
influence majeure sur I’existence du mécanisme de coalescence puisque les émulsifiants
conditionnent les propriétés des films interfaciaux (Leister et Karbstein, 2020; Sun et al.,
2019).

2.3.2. Mécanismes sans rupture de film

En raison de la différence de composition existant entre les phases aqueuses interne
et externe, le potentiel chimique de 1’espéce encapsulée est différent pour les deux phases,
ce qui favorise le transfert des espéces encapsulées entre les gouttes internes et la phase
continue jusqu’a 1’équilibre des potentiels chimiques. Par ailleurs, si les pressions
osmotiques des gouttelettes internes et de la phase externe ne sont pas ajustées, de 1’eau peut
passer d’une phase aqueuse a 1’autre. Suivant le sens de passage de 1’eau, on peut observer
un gonflement ou une rétractation des gouttelettes internes (Leister and Karbstein, 2020).

Plusieurs mécanismes permettent d’expliquer le transport des molécules encapsulées
vers la phase aqueuse sans rupture de film (Aserin, 2008 ; Benichou et al., 2004) : La
diffusion peut s’effectuer :

- par la solubilisation des especes directement dans la phase huile (Figure 2.19-a). Ce

mécanisme n’est envisageable que dans le cas de substances non ioniques ;

- par Pintermédiaire de micelles inverses de tensioactif hydrophobe présentes dans
la phase huile. Ce mécanisme pourrait concerner le transport d’espéces chargées
(Figure 2.19-b) ;

- par la formation réversible de trous thermiquement activés a travers le film
interfacial (ElShafei et al., 2010) : Figure 2.19-c). Lorsque 1’épaisseur d’huile entre
les gouttelettes internes et la phase aqueuse externe est tres fine, la libération des
molécules peut avoir lieu par un mécanisme de perméation. Ces pores, qui se
formeraient en permanence, permettraient le passage d’espéces hydrophiles de petite

taille, dotées par conséquent d’un coefficient de diffusion important.
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Figure 2.19 : Représentation schématique des différents mécanismes de libération sans

rupture de film, dans les émulsions doubles E/H/E (Bonnet, 2008)

Deux mécanismes ont été proposés afin d’expliquer la diffusion du principe actif

hydrosoluble a travers la membrane grasse : le transport par micelles inverses et la diffusion

simple de I’espéce chimique (EIShafei et al., 2010).

A. Transport par micelles inverses

Méme lorsque la pression osmotique est équilibrée de part et d’autre de la membrane,

un phénomeéne de coalescence peut étre observé. Ce phénomene est di au transport par

micelles inverses. Il est similaire a celui observé par Higuchi lors de 1’étude des matrices

polymériques (ElShafei et al., 2010).

Le mécanisme de transport par micelles inverses dépend de la viscosité et de la

nature de la phase intermédiaire huileuse. Ainsi, de la nature du principe actif encapsulé et

du tensioactif employé.

Ce processus se déroule en trois étapes :

- Une phase de latence pendant laquelle les micelles se forment. Le temps de

latence décroit lorsque la concentration en surfactant hydrophobe augmente ;
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- Une phase de libération rapide par transport micellaire. Cette phase est accélérée

lorsque la concentration en surfactant hydrophobe augmente ;

- Une derniere phase ou la libération du principe actif est ralentie. Ceci s’explique
par un équilibre créé, di a 1’égalisation des pressions osmotiques de part et

d’autre de la membrane (ElShafei et al., 2010).

B. Diffusion/Perméation

Le mécanisme de diffusion est majoritairement observé. La diffusion est passive, et
est régie par la loi de Fick. Plus les molécules vont diffuser vite de la phase interne vers la
phase externe, plus la vitesse de diffusion sera élevée. Le transport a travers la phase huileuse
pour aller de la phase aqueuse interne vers la phase aqueuse externe est évidemment
important. 1l peut laisser passer des especes non ionisées, des micelles inverses et/ou des
micelles gonflées des deux agents tensioactifs hydrophiles et lipophiles. Le passage se fait

préférentiellement dans les zones ou la couche d’huile est tres mince (Graber, 2010).

Il a notamment été observé que la présence de surfactants ayant une valeur de HLB
élevée facilitait la diffusion. Le transport par diffusion et/ou perméation est le seul observé
lorsque 1I’émulsion est stabilisée par des polyméres. Il a été démontré que ce phénomene est
beaucoup plus dépendant de la nature du polymere employé que de celle de la phase grasse
(Weiss et al., 2005).

Dans le cas des émulsions E/H/E, la littérature décrit deux principaux mécanismes

de libération des principes actifs :

- Par diffusion grace a un transport facilité par le tensioactif lipophile a travers la

membrane huileuse.

- Par gonflement puis rupture de la phase huileuse qui provoque alors le méelange

des compartiments aqueux internes et externes (Graber, 2010).

2.4. Exemple d’application des émulsions doubles : I’insuline par voie orale

Les émulsions doubles sont en particulier envisagées dans I’espoir de pouvoir utiliser
certains principes actifs fragiles ou a faible biodisponibilité par voie orale. C’est ainsi que
plusieurs équipes ont essayé de développer des émulsions doubles d’insuline pour

I’administration par voie orale. Elles ont pour intérét de protéger le principe actif introduit
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en phase interne, modifiant ainsi sa libération et favorisant son absorption (Cardenas-Bailén
et al., 2015; Cournarie et al., 2004; Mutaliyeva et al., 2017).

Des nouvelles études ont également montré I’intérét des émulsions multiples E/H/E
pour 1’administration de 1’insuline par voie orale (Basha et al., 2020 ; Mutaliyeva et al.,
2017). En effet, ’administration des émulsions multiples de I’insuline chez le rat en dose
unique a montré une efficacité de 1’effet hypoglycémiant de la préparation, et a donc prouve
que ces systémes permettaient la protection et ’adsorption intestinale de I’insuline.
Cependant, il a été remarqué que la forte proportion d’huile dans la formule entrainait des
probléemes lors de I’administration chronique : diarrhées, stéatorrhées, etc. L utilisation de
formules comportant une proportion plus faible d’huile a été testée avec succes (Cournarie

et al., 2004).

2.5. Conclusion

Dans ce chapitre les techniques d’encapsulation faisant I’objet de cette étude, a savoir
la gélation ionotropique et les techniques d’émulsification sont présentées et suivies d’une
présentation detaillée de la structure chimique, des propriétés et des mecanismes de
gélification des polymeres utilisés, le chitosane et I’alginate, dans les différents travaux
d’encapsulation au cours de cette these. Enfin, les différentes techniques de préparation des

émulsions multiples et ses caractéristiques, notamment leur stabilité ont été détaillées.

Ces ¢études montrent le réel intérét de ces systemes d’encapsulation. En particulier,
les émulsions multiples biocompatibles ont de grandes potentialités d’application dans le
domaine pharmaceutique. Les études citées dans les paragraphes précédents montrent que
celles-ci permettent effectivement d’encapsuler puis de libérer des principes actifs fragiles
tels que I’insuline. En revanche, ces systémes restent compliqués & mettre en place : la
formulation du systéme (choix de I’huile, des émulsifiants, du procédé d’émulsification) doit

étre adaptée a chaque molécule d’intérét.

De plus, dans ces études, la stabilité a long terme des émulsions est souvent loin
d’étre suffisante pour permettre une application industrielle. Ainsi, malgré le réel potentiel
des émulsions multiples pour des applications d’encapsulation et de libération contrdlée de

principes actifs, ces systémes sont encore rarement utilisés en industrie.

Il est donc d’un grand intérét d’arriver & mettre au point un procédé de formulation

permettant d’obtenir des émulsions multiples de fagon simple et reproductible, c¢’est-a-dire
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en utilisant le moins de stabilisants et d’étapes d’émulsification possibles. De plus, une
meilleure compréhension de la physico-chimie de ces systémes permettrait d’améliorer leurs
propriétés, telles que leur taux d’encapsulation ou leur stabilité sur le long terme, et donc
d’en faire de meilleurs candidats pour 1’administration de I’insuline par voie orale. Enfin,
’utilisation d’émulsions multiples semble étre un moyen prometteur de permettre une

libération contrélée de ce principe actif encapsulé.
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CHAPITRE 11l : MATERIEL ET METHODES

3.1. Introduction

Ce chapitre est destiné a la description du mateériel, des techniques d’analyses
qualitatives et quantitatives utilisées dans ce travail et les différents protocoles opératoires
de formulation et de caractérisation des systémes particulaires encapsulant I’insuline, ainsi
que le protocole de 1’étude de la libération de principe actif a partir des différents systéemes
matriciels obtenus via I’utilisation de deux techniques d’encapsulation a savoir la gélation

ionotropique et la double émulsion.
3.2. Matériel

3.2.1. Le principe actif

Le principe actif a encapsuler est I’insuline humaine, c’est une hormone peptidique
de formule brute C2s7H383Nes077Ss, de poids moléculaire 5807,57 £ 0,299 g/mole, cristallisée,
sa température de fusion (F = 81 °C), fourni par: Sanofi Aventis (Allemagne). Ce principe
actif se présente sous forme d’une poudre fine de couleur blanche. Ce peptide est insoluble

dans I’eau et soluble dans les acides dilués.

3.2.2. Polyméres utilisés comme matrices d’encapsulation

Les polyméres utilisés pour 1’encapsulation de 1’insuline ayant déja fait I’objet de
cette thése en tant que matériaux supports, sont des polymeéres naturels polysaccharidiques,

notamment, 1’alginate de sodium et le chitosane.

Les alginates sont tres utilisés dans le domaine pharmaceutique pour sa
biocompatibilité, biodégradabilité, ces propriétés mucoadhésives et ces conditions de
gélification trés douces, ¢’est-a-dire ne nécessitant pas d’avoir recours a des solvants ou a
des hautes températures. De plus, il se rétracte dans I’environnement acide et gonfle a pH

neutre, qui permettrait donc de protéger le principe actif dans 1’estomac (Bagre et al., 2013).

Le chitosane est un copolymére naturel cationique qui est biodégradable,
biocompatible, mucoadhésif et a également la capacité d’améliorer I’absorbance de principe
actif a la surface des muqueuses (structure anionique) par interaction ionique (Avadi et al.,
2010).
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Afin de modifier les propriétés de surface des nanoparticules et limiter la fixation des
protéines plasmatiques, le polyéthylene glycol de masse moléculaire 4000g/mole
(PEG 4000) a éte utilisé en tant qu’un agent de furtivité. De nombreuses études antérieures
ont montré que [I’efficacité optimale pour réduire I’adsorption protéique sur les
nanoparticules est obtenue avec le greffage de PEG de poids moléculaire élevé (Wani et al.,
2020).

A. Alginate de Sodium

L’alginate de sodium (NaCsH7Og) utilisé dans le cadre de cette these a été fourni par
la société SIGMA-Aldrich (Royaume-Uni) d’une viscosité de 250 cP pour une solution a
2% en masse a 25 °C. Ce polymeére est issu de 1’algue Macrocystis pyrifera et appartient au
lot 104K0112. L’alginate présente une masse molaire moyenne varie généralement entre
environ 20 000 g/mole et 240000 g/mole. Son point de fusion : >300 °C. Ce polysaccharide
se présente sous forme de poudre blanche ou brun jaunatre pale et sa densité est de
1,601 g/cm3. Elle se gonfle dans 1’eau, mais elle ne dissout pas ; elle est insoluble dans les
solvants organiques, peu soluble dans 1’éthanol et soluble dans les solutions d’hydroxydes

alcalins.

B. Chitosane

Le chitosane utilisé dans cette étude a été fourni par la société ALDRICH-Chemistry
(Allemagne). Son degré de désacétylation est environ 70 %. Ce chitosane a une masse
moléculaire moyenne. Ce polysaccharide se présente sous forme de poudre fine blanche. Sa
densité : 1,35 — 1,40 g/cm?. Il est peu soluble dans I’eau, pratiquement insoluble dans

I’éthanol, facilement soluble dans les acides dilués.

C. PEG 4000

Le PEG 4000 ou macrogel de masse molaire moyenne de 4000 g/mol, de formule
brute C2H40O est un polymére hydrophile non ionique. C’est un polymére d’oxyde d’éthyléne
qui se présente sous forme d’un solide blanc. Le PEG est soluble dans I’eau, le toluéne, le
dichlorométhane, I’alcool et 1’acétone, mais n’est pas soluble dans les hydrocarbures
aliphatiques comme I’hexane, le cyclohexane ou le diéthyléther. Le PEG utilisé a été fourni
aupres de la société SIGMA-Aldrich (France).Sa température de fusion se situe entre 54 et
58 °C ; sa densité est de 1,20-1,21 g-cm=a 25 °C ; sa viscosité dynamique se situe entre 76—
110 cSt 4 98,9 °C.
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3.2.3. Produits utilisés en technique de I’émulsification (la double émulsion)

Pour formuler des systémes particulaires encapsulant I’insuline par les techniques
d’émulsification, notamment la double émulsion, les produits suivants ont été utilisés, en

plus des polysaccharides, de PEG 4000, du principe actif déja décrits précedemment :

A. Phase hydrophile
e PBS (pH 7,4) : Solution tampon phosphate saline (préparée selon les

recommandations de la pharmacopée européenne (annexe B).

e  Tween®80 : Le Tween® 80 de formule brute C¢,H1,.40..
- Poids moléculaire : 1310 g/mol ;
- Viscosité : 425 mPas ;
- HLB : 15.0, soluble dans I’eau ; insoluble dans 1’huile minérale ;
- Aspect : liquide huileux jaune.
- Le Tween® 80 utilisé a été fourni de la société SIGMA-Aldrich (France).

B. Phase lipophile

Il a été démontré que, du point de vue biodisponibilité des espéces encapsulées, les
huiles seraient relativement plus efficaces (Tan et al., 2019). L’huile de paraffine, huile
minérale issue d’hydrocarbures, a été choisie puisqu’elle présente une huile inerte, qui peut
franchir le tube digestif sans étre absorbée par I’organisme donc sans aucune valeur

calorifique (Ozturk et al., 2015).

e Huile de paraffine : C’est une huile limpide, pratiquement insoluble dans I’eau, sa
densité relative est voisine de 0,90 g cm 2 & 20 °C (Ph.EUR.7°™ édition.). Cette
huile a été fournie aupres de la société SIGMA-Aldrich (Allemagne).Sa viscosité
est de 110 & 230 mPas. Elle est insoluble dans I’eau et I'éthanol. Soluble dans
le benzene, disulfure de carbone, chloroforme, éther diéthylique.

e Agents de surface lipophiles : Ces agents font partie de la famille Span®. Les
tensioactifs Spane sont des esters d’acides gras et d’anhydrosorbitol (X= OH ou R-
CO2- (résidus d’acides gras) ou mono — ou triesters). Ce sont des tensioactifs non
ioniques : mixtures d’esters partiels de sorbitol et de ses anhydrides et sont fabriqués
a partir d’acides gras comme 1’acide laurique, palmitique, stérique, ou oléique. Les

tensioactifs spane sont lipophiles. 1ls sont généralement solubles ou dispersibles dans
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I’huile, formant des émulsions E/H. Les tensioactifs Spane sont trés utilisés pour
leurs excellentes propriétés d’émulsification (Sanatkaran et al., 2014).

- Le tensioactif lipophile utilisé est : le Span 80%® ,provenant de SIGMA-

Aldrich USA.

- Formule brute: C24Hs40

- Poids moléculaire : 429 g/mole ;

- Viscosité : 970-1080 m Pas;

- Densité : 1.01 g/cm?;

- HLB:43;

- Solubilité : Peu soluble dans I’eau, soluble dans 1’huile minérale.

- Ce surfactif se présente sous forme d’un liquide visqueux jaune.

C. Autres produits

- L’acide acétique : L’acide acétique glacial fourni auprés de GPR-RECTAPUR, de
pureté 99,9 % a permis de faciliter la solubilisation du chitosane ;

- Chlorure de calcium (CacCl,) a été fourni aupres de AnalaR-NORMAPUR. Il a été
utilisé pour la réticulation de I’alginate ;

- L’hydroxyde de sodium (NaOH) : L’hydroxyde de sodium (Sigma-Aldrich) de
pureté 100%, a été utilisé pour ajuster le pH de la solution du chitosane avant la
complexation avec le prégel d’alginate ;

- Sels de phosphate sodique : Les sels NaH2POs, KH2PO4 et Na;HPO4 (Sigma-
Aldrich) de pureté 99.99 %, ont été utilisés pour la préparation de la solution tampon
phosphate saline a pH 7,4 et la solution tampon phosphate a pH 6,8 (annexe B) pour
I’étude in vitro de la libération de I’insuline a travers la multiple émulsion et les

micro/ nanoparticules synthétisées.
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3.2. Méthodologie de la recherche expérimentale

Afin de s’affranchir de I’utilisation de solvants organiques et d’additifs, la gélation
ionotropique et la double émulsion ont été choisies comme des techniques d’encapsulation

de ’insuline.

3.2.1. Formulation des micro et nanoparticules par la technique de la gélation

ionotropique

Dans cette partie, les micro et nanoparticules sont formées par gélation ionotropique,
procédé qui repose sur la formation de complexes polyélectrolytes a base d’alginate de
sodium et de chitosane par le biais d’interactions électrostatiques apres la prégélation de
I’alginate réticulée (Sarmento et al., 2007a). Le protocole de formulation décrit ci-dessous
est inspiré de celui proposé dans les travaux de Sarmento et al. (2007a) avec quelques

modifications en termes de greffage des micro et nanoparticules par le PEG 4000.

A. Protocole de formation des micro et nanoparticules par gélation ionotropique
L’alginate de sodium est mis en solution dans 1’eau ultra pure a la concentration de
0,063% (m/v). Egalement, le chitosane est dissout dans 1’acide acétique (1%, m/v) a la
concentration de 0,07% (m/v). Les solutions des deux polymeéres sont maintenues sous
agitation 24 heures pour assurer une bonne homogénéisation. Le pH d’alginate de sodium et
de chitosane a été ajusté a 4,9 et 4,6 respectivement a I’aide d’une solution de HCI1 (1N) et

une solution concentrée de NaOH.

Une quantité de 7 mg d’insuline humaine sont mises dans 117,5 ml d’alginate sous
agitation magnétique modérée (600 trs/min). La réticulation de ’alginate est assurée en

ajoutant 7 ml de chlorure de calcium (18 mmole) goutte a goutte a la solution d’alginate.

Afin d’induire la formation de complexes polyélectrolytes encapsulant 1’insuline,
12,5 ml de la solution du chitosane sont ajoutées goutte a goutte au prégel d’alginate a 1’aide
d’une seringue munie d’une aiguille (diamétre 0,4 mm). La complexation est réalisée a
température ambiante (20-25°C), sous un homogénéisateur avec différentes vitesses
d’agitation (selon la matrice de plan des expériences). Lorsque |’apparition d’une
opalescence est observée apres ajout de la solution de chitosane, celle-ci indique la formation
de complexes. La suspension obtenue est alors conservée sous agitation magnétique pendant
15 minutes, afin de permettre la stabilisation des complexes formeés. Le recouvrement de la

surface des particules est assuré¢ par I’ajout de PEG 4000 de différentes concentrations (selon
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la matrice de plans d’expériences). La dispersion est également maintenue sous agitation

modérée pendant 15 minutes, pour quelle se stabilise. (Figure 3.1)

insuline Chitosane Chitosane PEG 4000

—

+Pegylation

Alginat; S Vs ,f

Nanoparticules d'insuline recouvertes avec du PEG 4000

Figure 3.1 : Protocole de formulation des nanoparticules recouvertes avec du PEG 4000

3.2.2. Formulation des micro et nanoparticules encapsulant I’insuline par la double

émulsion

L’objectif de cette partie est de mettre au point une émulsion multiple (E/H/E)
caractérisée par un aspect homogene, une taille minimale des particules et une stabilité
maximale dans le but d’évaluer I’effet protecteur de ce type de systémes vis-a-vis de
I’insuline ainsi que sa libération lors d’une administration orale. Comme pour les émulsions
simples, I’utilisation de tensioactifs est indispensable pour stabiliser les doubles émulsions,

instables d’un point de vue thermodynamique (Li et al., 2013).

A. Choix des tensioactifs

Pour stabiliser I’interface interne Eau/Huile, un tensioactif lipophile non ionique a été
choisi. Il s’agit du Sorbitan monooleate (Span 80). C’est un tensioactif ayant montré un role
essentiel dans I’obtention d’une émulsion primaire E/H caractérisée par un film interfacial
rigide et de bonne qualité (Lv et al., 2014). Il a été utilisé a la concentration de 5 a 15 % pour

réaliser les différentes formulations.

L’interface externe Huile/Eau est stabilisée avec un tensioactif hydrophile non
ionique, il s’agit de mono-oléate de sorbitanne polyoxyéthyléné (Tween 80). Il a été utilisé

a la concentration de 1 a 5 % pour réaliser la matrice des expériences.
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En outre, ces tensioactifs sont caractérisés par une biodégradabilité et une excellente

compatibilité non seulement entre eux, mais aussi avec 1’huile de paraffine (Lv et al., 2014).
B. Protocole de formulation des multiples émulsions E/H/E

Le protocole de formulation des multiples émulsions E/H/E décrit ci-dessous est
inspiré de celui proposé dans les travaux de Li et al. (2012) et Li et al. (2013) avec quelques

modifications. Les différentes émulsions ont été préparées selon les trois étapes suivantes :
e Premiére étape : Préparation de I’émulsion primaire

La phase aqueuse interne a été préparée apres dissolution de I’insuline humaine dans
une solution de tampon phosphate (PBS) pH 7,4 (USP), a la concentration de 5 mg/ml de

PBS sous agitation magnétique modeérée (600 trs/min).

Une émulsion primaire E/H est formulée en dispersant cette phase aqueuse dans une
phase huileuse contenant 1’huile de paraffine et le surfactif lipophile (Span 80), goutte a

goutte sous une agitation (800 trs/min) a I’aide d’un agitateur a hélice pendant 15 min.
e Deuxié¢me étape : Préparation de I’émulsion secondaire

L’émulsion primaire obtenue dans la premiére étape est ensuite dispersée dans une
phase aqueuse externe contenant 1’alginate de sodium (0,067% (m/v) ; pH 4,7) et le surfactif
hydrophile (Tween 80), sous une agitation a (600 trs/min) pendant 15 min, ce qui induit la

formation de 1I’émulsion multiple H/L/H.
e Troisiéme étape : Enrobage de I’émulsion multiple par chitosane

Les émulsions secondaires ont été enrobé par chitosane, en se basant sur le procédé
de la gélation ionotropique. Brievement, un volume de 0,5 ml de solution de
chlorure de calcium (0,2%,(m/v)) a été ajouté goutte a goutte dans 12 ml de
I’émulsion préparée, sous agitation modérée (600 trs/min) pendant 30 minutes.
Ensuite, 2 ml de solution de Chitosane (0,07% (m/v), pH 4,7) ont été ajoutés goutte
a goutte, pendant 90 minutes afin d’assurer une complexation optimale. Le
recouvrement de la surface des globules des émulsions multiples est assuré par
I’ajout de 2 ml d’une solution contenant 0,17% (m/v) PEG 4000. L’ensemble est
maintenu sous agitation en utilisant un homogénéisateur (POLYTRON PT2500E)

a une vitesse de rotation de 600 trs/min pendant 30 min, afin de permettre un

52



recouvrement optimal des nanoparticules d’insuline par interaction électrostatique

(Figure 3.2).
homogénéisation
agitation
Etape 1
phase aqueuse interne \ ‘
Insuline +PBS émulsion primaire émulsion primaire
Huile Paraffine ¢/h brute ¢/h
*Span 80 finale
agitation homogénéisation

Enrobage -
Chltosane+P

o

Etape 2
cmul\lon primllre ﬁ

phase aqueuse émulsion mulitple

externe émulsion mulitple
) S e/h/e
Alginate+Tween brute finale

Figure 3.2 : Différentes étapes de préparation des émulsions multiples

3.3. Caractérisation des micro et nanoparticules

Les caractéristiques des particules obtenues en utilisant les deux techniques
d’encapsulation décrites ci-dessous sont réalisées comme suit : la taille des particules des
échantillons formulés ainsi que leur potentiel zéta ont été évalués par diffusion dynamique
de la lumiere. Le taux d’encapsulation a également été mesuré par une méthode indirecte en
utilisant la chromatographie liquide haute performance et la spectrophotométrie UV-visible.
L’observation de 1la morphologie des particules a été réalisée par microscopie optique. Le
comportement thermique a été étudié par analyse thermogravimétrique et analyse
calorimétrique différentielle & balayage. Egalement, une caractérisation structurelle a été
réalisée par spectroscopie FTIR.

3.3.1. Microscopie optique

La morphologie des micro et nanoparticules, préparées via les deux techniques
d’encapsulation, a été examinée par microscopie optique. Un échantillon est déposé entre
lame et lamelle de verre et placé sur une platine amovible, puis observé au grossissement
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X2000. Cette platine permet des déplacements précis de 1’échantillon afin de faire la mise
au point et de trouver une région d’intérét. Les observations ont été réalisées a I’aide d’un
microscope optique de type Oxion, équipé d’une caméra numérique permettant 1’acquisition
des images obtenues. L’examen au microscope permet de visualiser d’éventuelles

hétérogénéités des particules et vérifier leur état d’agrégation.

3.3.2. Diffusion Dynamique de la lumiere (DLS, Dynamic Light Scattering)

La taille moyenne des particules, I’indice de polydispersité (Pdl), i.e. la distribution en
taille et la charge de surface (le potentiel zéta) des particules ont été mesurés en utilisant un
Zetasizer Nano ZS (Horiba, Japon) a 25 °C. Cet instrument est équipé d’un laser He-Ne
émettant @ 532 nm et la diffusion de la lumiére est récoltée par un détecteur positionné a un
angle de 173 °et 90 °. Cette technique est basée sur la mesure de la variation en fonction du
temps de I’intensité de la lumiére diffusée par les particules soumises au mouvement du
brownien (Lim et al., 2013).

L’interprétation de ces variations se fait par le biais d’une fonction de corrélation, et
sachant que le coefficient de diffusion des particules (D) peut étre relié a leur taille grace a

1’équation de Stockes-Einstein (Equation 3.1) :

kT
6nnD

R, = (Equation 3.1)
avec Rn, le rayon hydrodynamique, ke la constante de Boltzmann, T la température absolue

et £ la viscosité.

Dans le cadre de ce travail, la mesure de la taille des particules a été effectuée dans
des cuves de spectroscopie en quartz, tandis que le potentiel zéta (charge de surface) des
nanoparticules a été mesuré dans des cellules a capillaire replié. L’intensité de diffusion a
été mesurée a un angle de 173° par rapport a la source lumineuse en utilisant un détecteur a

systéeme photodiode a avalanche. Toutes les mesures sont répétées 3 fois.

La mesure de la vitesse de déplacement des particules permet d’obtenir un profil bien
précis donnant toutes les informations sur la taille et son homogénéité dans 1’échantillon.
Cette homogénéité en termes de taille est déterminée par la mesure de I’indice de
polydispersité (PdI). Plus sa valeur est grande et plus 1’échantillon est dit « polydisperse »,

c¢’est-a-dire non homogene en taille. Horiba fixe les limites suivantes :
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- Sile Pdl est <0.1, I’échantillon est dit monodispersé ;
- Pour un Pdl entre 0.1 et 0.5, I’échantillon est standard ;
- Sile Pdl est> 0.7, I’échantillon est extrémement polydisperse et donc la mesure est
peu fiable.
Pour la mesure de la charge de surface (potentiel z&ta), un champ électrique E est
appliqué entre deux électrodes ce qui induit un déplacement des micro et nanoparticules a
une vitesse liée a leur potentiel zéta. Un laser est ensuite dirigé créant des interactions avec

les particules qui genérent un signal diffusé.

Ainsi le potentiel zéta est déduit de la mobilité des particules induite qui modifie la

fréquence du signal diffusé (Figure 3.3).

potentiel & Ia couche miténeure

& @® E-:) (O ion hydraté
RO © o ©
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3% o~ O @

i couche diffuse solation

Figure 3.3 : Principe de la mesure de la charge de surface par granulométrie laser (Rami,
2010)

3.3.3. Efficacité d’encapsulation

L’efficacité d’encapsulation a été déterminée par la méthode indirecte. Elle consiste
en une centrifugation des differentes dispersions obtenues (20000xg, 4 °C pendant 10 min).

Le surnageant est collecté pour le dosage en indirect de I’insuline.

Pour les émulsions multiples, la quantification de I’insuline non encapsulée dans le
surnageant a été effectuée par une méthode validée de chromatographie liquide haute
performance (Sarmento et al., 2006b). L’appareil est de marque SHIMADZU (RF-20A :
colonne C18, détection par UV a 214 nm). Le protocole et les chromatogrammes obtenues
lors de la validation de la spécificité de la méthode de dosage par HPLC sont décrits dans

I’annexe C.
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Dans le cas des micro et nanoparticules formulées par la gélation ionotropique, le
surnageant est analysée par Spectroscopie UV-visible (UV-1800 SHIMADZU) a 505 nm
suivant un protocole inspiré et validé des travaux de Reis et al. (2008).

L’équation suivante a ensuite été utilisée pour déterminer cette efficacité

d’encapsulation :

EE (%) _ (quantité totale théorique drinsuline — quantité drinsuline non encapsulée) "
(quantité totale théorique drinsuline)

100

3.3.4. Spectrophotomeétrie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La spectrométrie infrarouge est utilisée pour confirmer 1’interaction entre I’insuline
et la matrice polymérique. Cette interaction peut étre identifiée par le déplacement des
bandes caractéristiques attribuées aux différents groupes fonctionnels présents dans les

substances, comme, les groupements carbonyles et amines.

Les spectres FTIR du principe actif libre, les polymeres libres (alginate, chitosane,
PEG4000) et du complexe préparés ont été enregistrés avec un spectrometre de type
SHIMADZU (L1600400). Il est piloté par un microordinateur. Les échantillons, en poudre,

ont été balayés par des rayons de longueur d’onde appartenant & la région 4000-400 cm™,

3.3.5. Analyse thermogravimétrique

Afin de connaitre le comportement en température de 1’ensemble des membranes
polymériques étudiées (température de dégradation, température de désorption d’eau, et
stabilité thermique), Une analyse thermogravimétrique (ATG) a été conduite sur un appareil
TA Instrument TGA Q500, pour mesurer le courant ascendant de la perte de poids des
membranes dans I’intervalle de température de 20 a 550 °C. Les différentes dispersions ont
été d’abord lyophilisées. Les échantillons (2 a 3 mg) contenus dans des creusets en
aluminium ont été testés avec une cadence de chauffage de 5 °C/min et sous un flux

d’hélium.
3.3.6. Analyse calorimétrique différentielle a balayage (DSC)

L analyse calorimétrique difféerentielle (DSC) permet de déterminer les températures
de transit ion vitreuse (Tg), de fusion (Tr) et de dégradation thermique des différentes

catégories de matériaux.

56



Elle permet donc de \visualiser les transitions exothermiques telles
que la cristallisation et les transitions endothermiques comme la fusion. La calorimétrie
différentielle a balayage mesure les différences des échanges de chaleur entre
un échantillon a analyser et une référence (capsule vide d’aluminium).

L’appareillage de DSC utilisé est de marque (NETZSCH STA 409 PC).
L’analyse thermique a été menée en scellant 10 mg d’échantillon de particules lyophilisées

(4-5 mq) dans des capsules en aluminium, avec un sertissage mécanique.

La capsule est introduite dans un calorimétre différentiel a balayage equipé d’un ca
pteur en céramique HSS8 de Metter Toledo. Une montée en température de 5 °C a 350 °C a
été effectuée a une vitesse de 10 °C/min, pour pouvoir détecter la dégradation thermique des
polysaccharides (chitosane et alginate) et du PEG 4000, la transition vitreuse

(si elle existe) et I’état de I’insuline encapsulée (cristallin ou amorphe).

Cette monteée est suivie d’une phase de refroidisement a une vitesse 5 °C/min, pour
pouvoir de détecter le point de cristallisation des micro et nanoparticules. Le méme

protocole a été utilisé pour les différents systemes.
3.4. Analyse conductimétrique des émulsions multiples

Afin de déterminer le type des emulsions formulées, une mesure de leur conductivité
électrique a été réalisée en utilisant un conductimetre de type Ino Lab Cond 720 (Jeneway,
Allemagne). Les essais ont été conduits sous agitation a 20°C sur chaque émulsion multiple
fraichement préparée apres dilution au 1/20 dans de I’eau distillée ; ’essai est répété deux

fois, la moyenne des essais est calculée.
3.5. Analyse rhéologique

Le but du test a été d’appréhender le comportement rhéologique des EM préparées
dans les conditions optimales. Un rhéometre a couple de rotation imposé (Anton Paar MCR-
102) a été utilisé ; ce dernier est équipé d’un systéme cone-plan (CP25-1) avec un plateau
de 24.982 mm de diamétre et d’un entrefer de 0,105 mm ; I’angle du cone utilisé était de 2

degrés. L’analyse a été menée a la température de +20+0.1 °C.
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3.6. Profil de libération de ’insuline encapsulée dans les milieux simulés

La libération in vitro de I’insuline a partir des différentes formulations est étudiée en
fonction du temps dans le milieu similaire gastrique (un tampon acide, pH 1,2) et intestinal
(un tampon phosphate a pH 6,8 et pH 7,4).Les différents milieux de dissolution ont éte

préparés (annexe B) selon les directives de la pharmacopée européenne.

Les dispersions de nanoparticules chargées en insuline sont introduites dans un sac
de dialyse formé d’un film de cellulose (seuil de rétention 50000 Da, Spectra/Por 6, Bioblock
Scientific, Illkirch, France), dont les extrémités sont obturées par deux pinces, dont I’une est

aimantée et permet la rotation du sac.

Le sac de dialyse contenant I’échantillon est immergé dans le milieu de libération (
500 ml) placé dans un appareil dissolutest (DISTEK-2500), sous agitation modérée (100
rpm) et a 37 £0.5 °C.

Des préléevements d’un volume de 1 ml des différents milieux sont réalisés a des intervalles
de temps réguliers aprés immersion du sac de dialyse dans les milieux de libération. Sachant
que I’étude de dissolution dans le milieu gastrique (pH 1,2) et intestinal (pH 6,8 et pH 7,4)
a été réalisée durant 2 h et 6 h, 24 h respectivement en fonction du temps de transit dans le
tractus gastrointestinal (Venkata Siddhartha et al., 2014a). A chaque mesure, le volume
prélevé est réintroduit dans le milieu de libération pour respecter les conditions sink.

La quantit¢ d’insuline libérée par les nanoparticules a été mesurée par
spectrophotomeétrie UV a une longueur d’onde A =277 nm. Cette approche est appliquée aux
nanoparticules obtenues par gélation ionotropique. Pour les nanoparticules formulées par
double émulsion, I’insuline libérée est quantifiée par la méthode CLHP décrite

précédemment.

e Lesrésultats ont été exprimés en pourcentage de I’augmentation de la concentration

de P’insuline libérée et dosée dans le milieu de libération.

e Le logiciel DDSOLVAR a été utilisé afin de simuler les paramétres des mécanismes
entrant en jeu lors de 1’étude de la cinétique de libération in vitro de I’insuline
encapsulés dans les nanoparticules formulées. C’est un outil complet d’analyse de
données et de mise en forme graphique fournissant tout un éventail de fonctionnalités

(analyse de pics, ajustement de courbes, statistiques...).
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o Validation de la méthode de dosage de I’insuline lors de la libération in vitro

Avant d’effectuer les essais de dissolution, la linéarité de la méthode a été vérifiée. La
linéarité d’une méthode est sa capacité, a I’intérieur d’un certain intervalle, a fournir des
résultats proportionnels a la concentration en soluté a doser dans 1’échantillon (FDA, 1996).
Pour évaluer la linéarité de cette méthode, cing solutions d’insuline ont été préparées par
dissolution de la poudre d’insuline dans les différents milieux de dissolution. Les droites
d’¢étalonnage de I’insuline dans le milieu gastrique et intestinal simulés (annexe D) obtenues
montrent une bonne corrélation pour la gamme de concentration de 2 & 40 pg/mL de solution

(R?>0,9). En effet, I’insuline libérée est dosée par spectroscopie UV-Visible & 277 nm.

3.7. Méthodologie des plans d’expériences

La planification expérimentale sera utilisée pour étudier [I’influence des
différents parametres de formulation sur les propriétés des micro et nanoparticules, tout en

limitant le nombre d’expériences a réaliser.

L’objectif de cette méthodologie qui obéit a des regles mathématiques strictes est
d’optimiser 1’organisation des essais expérimentaux tout en faisant varier tous les facteurs
simultanément afin d’obtenir un maximum de renseignements avec le minimum
d’expériences ainsi qu’une optimisation et une modélisation des résultats (Goupy et

Creighton, 2006).

- Formule de codage : L’intérét des unités codées est de pouvoir présenter les plans
d’expériences de la méme maniére quels que soient les domaines d’étude retenus et
quels que soient les facteurs. La formule permettant le passage des variables réelles

(A) aux variables codées (X) est donnée par (Goupy et Creighton, 2006):

X = 2% (Equation 3.2)

pas

Ay: la valeur centrale ou milieu du domaine, donné par :

Ay === (Eq. 3.3)
Pas : le pas de variation, donné par :
Pas = 2+=A= (Eq. 3.4)
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Ou; A est le niveau bas de la variable correspond a la variable codée -1. A* est le niveau

haut de la variable correspond a la variable codée +1.

3.7.1. Etude de criblage (screening)

Le criblage des facteurs constitue une étape préalable lors d’une étude par les plans
d’expériences. Dans cette étude ayant pour but d’estimer le « poids» de chacune des
variables étudiées, on suppose a priori que les effets sont totalement additifs, ceci implique
que la relation entre les réponses mesurées et les variables a la forme d’un modéele
polynomial du 1 degré (équation 3.4) qui néglige toutes les interactions entre les facteurs
Y =ag+ X aiXi+ Xiog jo1 @ XiXj + a123X1 X0 X3 (Eq. 3.4)

ou Y représente la réponse, a, la moyenne des réponses, a; les effets des facteurs principaux,

a;; et a3 les effets des interactions respectivement du deuxiéme et troisieme ordre.

La matrice d’expériences de criblage utilisée dans le cadre de ce travail est celle du
plan factoriel complet & deux niveaux (2%). Le chiffre 2 indique le nombre de niveaux par
facteur et le k en exposant signifie qu’il y a k facteurs étudiés (VAILLE and GOUPY, 2006).
Ce plan possede un nombre de niveaux limité a deux pour chaque facteur. Toutes les
combinaisons de niveaux sont effectuées au cours de I’expérimentation. En effet, il s’agit
d’un plan factoriel complet a 3 facteurs. La matrice est constituée alors de 8 expériences en

total ou chaque expérience est répétée 3 fois pour la précision.

La matrice du plan d’expériences complet utilisé¢ pour établir chaque formulation est

représentée dans le tableau suivant (Tableau 3.1) :

Tableau 3.1 : Matrice d’essais de 1’étude de criblage

N° d’essai Facteur 1 Facteur 2 Facteur 3
F1 -1 -1 -1
F2 +1 -1 -1
F3 -1 +1 -1
F4 +1 +1 -1
F5 -1 -1 +1
F6 +1 -1 +1
F7 -1 +1 +1
F8 +1 +1 +1
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3.7.2. Etude par surfaces de réponses (MSR)

La méthodologie de plans des surfaces de réponses est utilisée a la suite du screening
qui vise a déterminer les conditions expérimentales optimales. Cet outil est basé sur un
modele du second ordre (Equation 3.6), qui permet de calculer en chaque point du domaine
expérimental d’intérét la valeur de la réponse avec une précision au moins égale a celle qu’on

obtiendrait si I’on faisait ’expérience (Goupy et Creighton, 2006).
Y=bo + X, biX; 4+ X5, by XP + XS X bipXiX; (Eq. 3.6)

ou Xi et Xj représentent les variables codées du systéme, b0, bi (i = 1,2, ....,K), bii (i = 1,2,
o Kyethbij(i=12,..,k-1;j=2,3,...., k) sont respectivement les coefficients de régression
pour les termes d’ordonnée a 1’origine, linéaire, quadratique et d’interaction et k désigne le

nombre de facteurs.

Parmi les differents types de plans des surfaces de réponses couramment utilisés, le
plan de Box-Behnken a été choisi, car il est de mise en ceuvre aisée, car tous les facteurs ne
prennent que trois niveaux : - 1, 0 et + 1, en variables codées (Sawant et al., 2017). Les points
expérimentaux sont au milieu des arétes de chacun des cotés du cube (Figure 3.4). Ce plan
comporte douze essais auxquels on peut ajouter un (ou plusieurs) point central. La matrice
du Tableau 3.2 indique ces douze essais accompagnés d’un seul point central. Dans la

pratique, 3 ou 4 points au centre sont souvent réalisés.
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Figure 3.4: Lieu géométrique des points expérimentaux d’un plan de Box-Behnken a trois
facteurs (VAILLE and GOUPY, 2006)
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Tableau 3.2 : Plan de Box-Behnken pour 3 facteurs

N ° essai Facteur 1 Facteur 2 Facteur 3
1 1 1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 -1 -1 0
5 1 0 1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 -1 0 -1
9 0 1 1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 -1 -1
13-15 0 0 0

Dans le cadre de cette these, le logiciel Minitab-version 17 est utilisé afin de
construire la matrice d’expériences du plan et ’analyse statistique et graphique des résultats.
C’est un logiciel statistique développé par le département de statistique de 1’Université de
Pennsylvanie (U.S.A.). Il sert principalement au traitement des données expérimentales,
statistique descriptive, analyse de la variance, méthodes relatives a la corrélation, la

régression simple et multiple et tests d’indépendance.

3.8. Tests de stabilité des nanoparticules dans le temps

Les essais optimaux des nanoparticules d’insuline obtenues par gélation ionotropique
et la technique d’émulsification sont aliquotées dans des tubes a centrifuge et conservées a

4 °C pendant 45 jours.

La taille, le Pdl, le potentiel z&ta et le taux d’efficacité d’encapsulation des
nanoparticules ont été mesurés comme décrit ci-dessus une fois par semaine et pendant 45

jours.

3.9. Conclusion

Parmi les différentes méthodes d’encapsulation, la méthode de gélation ionotropique
et la méthode de double émulsion ont été choisies et mises au point. Ce sont des techniques
relativement simples, permettant de s’affranchir de 1’utilisation de solvants organiques et

I’obtention de particules de I’ordre du micromeétre ou de nanométre.
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Au vu des nombreux paramétres susceptibles d’influencer les propriétés des micro et
nanoparticules encapsulant 1’insuline, il convient d’optimaliser la composition de ces

systemes particulaires ainsi que les techniques de production.

L’approche par les plans d’expériences consiste a organiser la démarche
expérimentale et 1’analyse décisionnelle en appliquant plusieurs outils et tests statistiques.
L’utilisation et 1’intérét des plans d’expériences conduisent a établir un plan comportant le
maximum de précision dans les résultats avec un minimum d’expériences.
Dans ce travail, le plan d’expériences a été utilisé afin d’étudier I’influence des différents
parametres de formulation sur les propriétés des micro et nanoparticules formulées via les

différentes techniques d’encapsulation utilisées.
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CHAPITRE IV : OPTIMISATION DE LA FORMULATION DES
NANOPARTICULES PAR GELATION IONOTROPIQUE

4.1 Introduction

Cette partie de travail a pour objectif 1°‘optimisation des conditions de la formulation
des nanoparticules furtives en se basant sur la formation de complexes polyélectrolytes
d’alginate/chitosane par prégélation de I’alginate, suivie par la complexation avec le
chitosane et le recouvrement de la surface des particules de PEG 4000,en vue d’une

administration par voie orale.

Le premier chapitre a permis d’appréhender que, dans la littérature, il existe plusieurs
parameétres importants interviennent dans la formation de gouttelettes via le procéde de
gélation ionotropique (Patil et al., 2010b ; Reis et al., 2008). La formation de gouttelettes
sphériques et de taille mono disperse nécessite un ajustement ou compromis a trouver entre
ces parameétres. De ce fait, la méthodologie des plans d’expériences a été appliquée. Ces
méthodes de modélisation permettent notamment d’établir des modéles mathématiques
faisant intervenir différents parametres qui affectent la formation de complexes
polyélectrolytes (PEC) recouverts avec du PEG 4000.

4.2. Plan de Criblage

Un screening préalable a été réalisé afin de determiner les limites de variation
inférieures et supérieures des parametres critiques de la technique d’encapsulation par

gélation ionotropique qui seront étudiés.
4.2.1 Détermination des facteurs et du domaine d’étude

Le choix des facteurs est basé sur des critéres expérimentaux relatifs aux essais
préliminaires et sur les résultats des études antérieurs (Azevedo et al., 2014 ; Sarmento et al.,
2007b).

Une matrice de criblage d’un plan factoriel complet a deux niveaux a été réalisée, ce
qui permet de montrer I’influence des 3 facteurs a deux niveaux sur les réponses désirées.
Les trois facteurs étudiés ainsi que leurs limites de variation (niveaux) lors de I’étude du

criblage sont indiqués dans le tableau 4.1.
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Tableau 4.1 : Facteurs du criblage et leurs niveaux réels et codés pour la gélation

Facteurs

La vitesse d’homogénéisation (X1)
La concentration du PEG 4000 (X2)

Le temps d’homogénéisation (X3)

4.2.2. Les réponses

ionotropique

Niveau

-1

800 rpm
0,175 % (w/v)

15 min

+1

2000 rpm

0,35 % (Wiv)

45 min

Les réponses recherchées sont la taille des particules, le potentiel zéta et le taux

d’efficacité d’encapsulation (Tableau 4.2).

Tableau 4.2 : Les réponses choisies pour la gélation ionotropique

Réponses

La taille des particules

Le potentiel zéta

Le taux d’efficacité d’encapsulation

4.2.3. Résultats expérimentaux

Abréviation
TP
PZ
EE

unités
nm
mV
%

Les résultats d’analyse obtenus a I’issue de la caractérisation granulométrique, de la

mesure de I’EE et du PZ, sont consignés dans le tableau 4.3. Les PECs préparés ont une

surface de charge négative varie de (-12,5+0,26 mV a -31,5 0,26 mV), la taille des

particules varie de 104,7+6,3 nm a 7783,05+8,05 nm avec une bonne polydispersité (PDI)

et un taux d’efficacité d’encapsulation compris entre 27,47%+3.29et 94,43%x3,6.

Tableau 4.3 : Plan de criblage des facteurs et ses réponses pour gélation ionotropique

Ordre d’essai
01
02
03
04
05
06
07
08

X1
800
2000
800
2000
800
2000
800
2000

X2
0.175
0.175
0.35
0.35
0.175
0.175
0.35
0.35

X3
15
15
15
15
45
45

TP (nm)
7783,05+8,05
225,8516,8
5948,76t5,5
149524
1170,5+5,5
142+4.8
503,56+4,4
104,7+6,3

PZ (mV)
-14,4+0,28
-24,85+0,13
-13,7+0,20
-12,5+0,26
-16,9+0,10
-31,5520,26
-18,5+0,31
-19,25+0,18

EE (%)
27,47+3,29
94,43+3,6
45,79+6,7
85,2+3,12
78,71+5,6
94+4,39
86,38+3,8
84,77+6,5
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4.2.4. Analyse graphique des résultats
A. Diagramme des effets principaux sur la taille (Figure 4.1)

o Effets de la vitesse d’agitation sur la taille des particules

D’aprés I’analyse du diagramme des effets principaux, il apparait que la vitesse
d’agitation (X1) a un effet capital sur la réduction de la taille des particules formeées. Elle est
inversement proportionnelle au diamétre des particules. La réduction de la taille est due aux
forces de cisaillement qui engendrent des faibles diameétres. En effet, les particules de faible
diamétre sont obtenues avec la vitesse d’agitation la plus élevée « +1 ». Ce résultat est en

accord avec la littérature (Yoneki et al., 2015).
o Effets de la concentration en PEG sur la taille des particules

Aux vues de I’allure de la courbe illustrant 1’effet de la concentration en PEG (X2)
sur la taille des particules, il s’avere que celle-ci a tendance a s’accroitre, avec
I’accroissement de ce facteur du niveau le plus bas au niveau le plus haut. Cette augmentation
est due a ’augmentation de 1’épaisseur de la couche polymérique. L’agrégation des
particules colloidales peut également étre prévenue a cause de I’adsorption ou le greffage de
ce polymeére hydrophile a la surface des particules (Kouchakzadeh et al., 2010;
Sorasitthiyanukarn et al., 2020). Néanmoins, 1’influence de ce facteur semble ne pas trop

affecter cette réponse, au vu des écarts relativement faibles enregistrés.
e Effets du temps d’homogénéisation sur la taille des particules

Il apparait que le temps d’homogénéisation (X3) est inversement proportionnel au
diamétre des particules, plus le temps est lent, plus la taille des particules est petite. Il est
évident d’expliquer ce comportement par I’hypothése d’une augmentation du nombre
d’interactions électrostatiques entre les chaines polysaccharidiques de charge opposée, ainsi
avec le polymeére hydrophile adsorbé sur le PEC formé avec le temps, tout en limitant le
risque de former des agrégats, et par consequent la taille des particules diminue
(Sorasitthiyanukarn et al., 2020).
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X1 X2 X3

-1 1 -1 1 -1 1

Figure 4.1 : Diagramme des effets principaux sur la taille des particules
B. Diagramme des effets principaux sur le potentiel zéta

o Effet de la vitesse d’agitation sur le potentiel zéta
Il a été constaté que I’augmentation de la vitesse d’agitation (Xi) induit une
augmentation du potentiel zéta en valeur absolue (Figure 4.2). Ceci est dd a la réduction de
la taille des particules formulées sous I’effet des forts taux de cisaillement, ce qui permet
d’assurer leur faible tendance d’agrégation. Ce résultat est cohérent avec des travaux
antérieurs (Rahmawati et al., 2017 ; Zohri et al., 2020).

o Effet de la concentration en PEG 4000 sur le potentiel zéta

D’aprés le diagramme (Figure 4.2), on en déduit que la concentration en PEG (X2)
a une influence importante sur le potentiel zéta. Le passage du niveau bas « -1 » au niveau
haut «+1 », induit une diminution du potentiel zéta en valeur absolue. Il est judicieux de
noter que la charge de surface des particules formulées, dépend fortement au rapport de
charge (— /+) des polysaccharides. Etant donné que la valeur mesurée correspond & une
charge globale, mais apres le recouvrement de la surface des PECs par du PEG 4000, ce
dernier influe sur la répartition de la charge dans la double couche diffuse. Ces observations

sont cohérentes avec les résultats rapportés dans la littérature (Andreani et al., 2014a, 2014c).

o Effets du temps d’homogénéisation sur le potentiel zéta
L’analyse du graphique illustrant 1’effet du temps d’homogénéisation (X3) montre
clairement que ce dernier a un effet synergique sur le potentiel zéta (Figure 4.2). Ceci
pourrait étre attribué a la réduction de la taille des particules formulées en fonction du temps

d’homogénéisation via le procéde de la gélation ionique, ce qui permet d’assurer leurs
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stabilités électrostatiques en suspension et leur faible tendance d’agrégation, aboutissant a
une augmentation de leur potentiel zéta en valeur absolue (Patil et al., 2012 ; Sarmento et al.,
2007c).
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Figure 4.2 : Diagramme des effets sur le potentiel zéta

C. Diagramme des effets principaux sur le taux d’encapsulation

. Effets de la vitesse d’agitation sur le taux d’encapsulation

Il apparait que, le passage de la valeur minimale a la valeur maximale de la vitesse
d’agitation (X1) joue un role primordial dans 1’amélioration du taux d’encapsulation
(Figure 4.3). Cela peut étre di aux forces de cisaillements induisant la diminution de la taille
des particules formulées, ce qui permet en parallele ’augmentation du nombre d’interactions
électrostatiques ,ainsi de la surface spécifique de ces particules, par conséquent de la quantité
d’insuline encapsulée dans les micro et les nanoparticules (Gatti et al., 2018 ; Zohri et al.,
2020).

o Effet de la concentration de PEG 4000 sur le taux d’encapsulation

D’aprés le graphique (Figure 4.3), il est évident de noter par ailleurs que la variation
de ce parametre (X2) porte une faible modification sur le sens de I’allure de cette
réponse. Ceci est prévisible, du fait que 1’encapsulation par gelation ionique est assurée
beaucoup plus par la complexation entre les polymeéres de charge opposée (Patil et al., 2010,
2012). Néanmoins, le recouvrement de la surface des PECs avec du PEG a pour effet de
renforcer I’interaction entre le médicament et la matrice polysaccharidique

(Sorasitthiyanukarn et al., 2020).
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° Effet du temps d’homogénéisation sur le taux d’encapsulation

L’augmentation du temps d’homogénéisation (X3) est accompagnée par une
augmentation du taux d’encapsulation (Figure 4.3). Cela est di a la formation d’un grand
nombre d’interactions entre les chaines polymériques en fonction du temps, contribuant a
I’augmentation de la quantité d’insuline encapsulée. Des résultats similaires sont rapportes
par montrent une corrélation d’effet de ce facteur sur I’obtention des particules de taille
contrélée et une meilleure efficacité d’encapsulation (Abdelkader et al., 2018a ; Yoneki et
al., 2015 ; Zohri et al., 2020).
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Figure 4.3 : Diagramme des effets principaux sur le taux d’efficacité d’encapsulation

D. Diagrammes des effets d’interactions des facteurs

Un diagramme des interactions montre 1’impact exercé par les variations d’un facteur
sur un autre facteur. 1l est utilisé en conjonction avec une analyse de la variance. Il est utile
pour juger de la présence d’interaction entre les facteurs. Dans un diagramme des
interactions, des droites paralléles indiquent I’absence d’interaction. Plus les droites

s’écartent de la paralléle, plus le degré d’interaction est élevé (Goupy et Creighton, 2006).

e Diagramme des effets d’interactions sur la taille
D’apres le diagramme, 1’interaction de la vitesse d’agitation (X1) et la concentration
en PEG (X>) influe sur la taille des particules (Figure 4.4). En parall¢le, I’interaction de la
vitesse d’agitation (X1) et le temps d’homogénéisation (X3) a une importante influence sur
cette réponse. Par contre, I’interaction de la concentration en PEG 4000 (X>) et le temps

d’homogénéisation (X3), a une faible influence sur la taille des particules.
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Figure 4.4 : Diagramme des effets d’interactions sur la taille des particules

e Diagramme des effets d’interaction sur PZ (Figure 4.5)

L’effet d’interaction de la vitesse d’agitation avec la concentration en PEG (X2)
montre que la vitesse d’agitation (X1) influe sur 1’effet de la concentration en PEG (Xz2) sur
PZ. En outre, I’interaction de la vitesse d’agitation avec le temps d’homogénéisation révele
une faible influence sur PZ. Tandis que cette réponse n’est pas trop affectée par I’interaction

de la concentration en PEG (X2) avec le temps d’homogénéisation (X3).
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Figure 4.5 : Diagramme des effets d’interaction sur le potentiel zéta

70



e Diagramme des effets d’interaction des facteurs sur EE (Figure 4.6)

Il apparait que [I’interaction de la vitesse d’agitation (Xi) avec le temps
d’homogénéisation (X3) ainsi que celle de la concentration en PEG (X2) avec le temps
d’homogénéisation a une faible influence sur le taux d’efficacité d’encapsulation
contrairement a I’interaction de la vitesse d’agitation (X1) avec la concentration en PEG 4000

(X2) a une importante influence sur le taux d’efficacité d’encapsulation de 1’insuline.
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Figure 4.6 : Diagramme des effets d’interaction sur le taux d’efficacité d’encapsulation

D’aprés les résultats du plan de criblage, il est évident que conclure que le plan
complet & deux niveaux (2%), a permis d’avoir une idée préliminaire sur I’influence des
différents facteurs étudiés sur les propriétés des particules mise en jeu. Néanmoins, ce plan
ne peut pas décrire correctement le procédé d’encapsulation par gélation ionotropique,
puisque il existe d’autres termes importants, tels que les termes aux carrés et les interactions.
Pour cela, il est nécessaire d’avoir une bonne mod¢lisation des parametres étudiés et ou il

faut passer a des modeéles mathématiques du second degré.

4.3. Plan Box-Behnken

Afin d’¢lucider I’effet des conditions expérimentales sur la taille des particules, leur
charge de surface et le taux d’efficacité d’encapsulation de 1’insuline dans les micro et
nanoparticules formulées par gélation ionotropique, un plan d’expérience de type Box

Behnken a trois facteurs et trois niveaux a été utilisé.

71



4.3.1. Choix des facteurs d’étude

Le choix des facteurs est basé sur les résultats du plan de criblage. Les trois facteurs

étudiés sont la vitesse d’agitation (X1), la concentration du PEG 4000 (X2) et le temps

d’homogénéisation (X3), dont ses limites de variation sont fixées (Tableau 4.4).

Facteurs

X1 : La vitesse d’agitation (rpm)

Xz : La concentration en PEG 4000 (%) (m/v)

X3z : Le temps d’homogénéisation (min)

4.3.2. Réponses

(-1)
800
0,175
15

Tableau 4.4 : Facteurs et domaine d’étude

Niveau

(0)
1400
0,26
30

(+1)

2000
0,35

45

Les réponses recherchées dans cette étude sont la taille des particules (TP), le

potentiel zéta (PZ) et le taux d’efficacité d’encapsulation de I’insuline (EE). La matrice

d’expériences est obtenue lors de la réalisation des 15 essais du plan de Box-Behnken

(Tableau 4.5). Les PECs préparés ont une surface de charge négative varie de (-16,5+
0,25mV a -31,5 £0,26mV), la taille des particules varie de 126,9 nm a 536,2+10,1nm avec
une bonne polydispersité (PDI) et un taux d’efficacité d’encapsulation comprit entre 44,07%

+4,61et 94,77% + 5,38.

Tableau 4.5 : Plan de Box-Behnken avec les réponses expérimentales (unités codées)

Essai
01
02

03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15

O O OO O o ok

-1
-1

0
0

0

X1 X2 X3 TP (nm)

536,2 + 10,1
490,7+ 14,2

456,5 + 7,93
303,7 +8,71
416,5 + 6,44
127,3 +12,14
208,4 +11,04
126,9 +15,95
231,2 +14,08
504,2 +10,29
187,5+12,80
180,2 +13,40
514,3 + 7,14
514 + 6,79
153,7 +11,47

PDI
0,42 £0.02
0,32 £0.04

0,57 £0.02
0,55 £0.05
0,34 £0.06
0,35+0.03
0,26 £ 0.07
0,36 £ 0.05
0,32 +0.04
0,30 £0.03
0,28 £0.06
0,26 +0.05
0,49 £0.15
0,25+ 0.07
0,40+ 0.07

PZ (mV)
24,8+ 0,17
-24,9%0,15

-16,5+ 0,25
-18,5+ 0,13
-24,15 +0,36
-23,9+0,35
-24,2 +0,16
-249+0,21
-31,5 +0,26

-18,5+ 0,35
-29,1+0,17

-19,25+0,13
-24,15+0,15
-24,2 + 0,30
-24,8 +0,10

EE (%)
74,28 + 3,38
75,79 £ 5,07

79,6 + 4,46
87,6 £5,83
45,2 + 3,28
45,79 +0,21
44,07 + 4,61
459 +5.21
84,9 £4,17
86,38 + 7,87
94,12 + 4,86
94,77 +5,38
87,59 +7,72
87,6 £ 6,90
87,5+531

72



4.3.3. Analyse statistique des résultats obtenus pour la taille des particules

A. Coefficients de régression estimés
Les coefficients de régression avec les données codées sont représentés dans le
Tableau 4.6. Les valeurs de p < 0,05 indiquent que les termes du modele sont statistiquement
significatifs. Concernant maintenant I’estimation des divers parameétres inconnus du modgéle,
il est intéressant de remarquer que 1’effet lin¢aire de la vitesse d’agitation (Xz1) et le temps
d’homogénéisation (X2) sont significatifs (valeur de p < 0,05). Ainsi, les effets quadratiques
(X412, X3?) et I’effet d’interaction X2X3 sont jugés significatifs. Les autres termes du modéle

ne sont pas significatifs (p> 0,05).

Tableau 4.6 : Coefficients de régression estimés pour la taille

Termes Coefficients t-Student p-value

Constante 514,3 18,22 0,000
X1 -108,6 -6,28 0,002
X2 37,4 2,16 0,083
X3 -72,0 -4,17 0,009
X12 -99,3 -3,90 0,011
X2? -43,3 -1,70 0,150
Xs? -195,3 -7,67 0,001
X1 X2 48,2 1,97 0,106
X1X3 51,9 2,12 0,087
XoX3 -70,1 -2,87 0,035

B. Détermination du modele mathématique

L’équation de régression polynomiale en unités codées pour le modele primaire

(avant d’exclure les termes non significatifs), s’écrit comme suit :

Y1=5143 — 108,6 *X; + 37,4 X, — 72,0 X3 — 99,3 X? — 43,3X7 — 195,3X2 +
4‘8,2 Xl * X2 + 51,9X1 * X3 - 70,1 XZ * X3 (Eq 41)

Dans le but d’affiner le modele et de trouver 1’équation polynomiale optimale, les
termes non significatifs sont éliminés. En effet, I’équation de régression polynomiale
optimale de second degré pour le nouveau modele du plan Box-Behnken en unités codées

s’écrit comme suit :

Y1 =514,3 — 108,6 *X; — 72,0 X3 — 99,3 X2 — 195,3X% — 70,1 X, * X5 (Eq. 4.2)
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C. Validation du modéle

L’analyse statistique de ce nouveau modele conduit aussi "a la table d’analyse de la
variance (Tableau 4.7). Il apparait que, la somme des carrés due aux résidus est nettement
inférieure "a la somme des carrés due a la régression. De plus, pour un risque de 5%, la
valeur F-ciit (8,4) est inférieure a la valeur Fobs (16,53). D’autre part, le coefficient de
détermination ajusté (R?ajust = 90,90%) est élevé, ce qui permet de noter que les réponses
obtenues par le modéle mathématique choisi sont proches de celles mesurées lors de

I’expérimentation, cela permet d’accepter le modele quadratique proposé.

Tableau 4.7 : Analyse de la variance pour la taille

Source DL SC CM F p-value
Régression 9 355799 39533 16,53 0,003
Linéaire 3 147071 49024 20,50 0,003
Carré 3 169018 56339 23,56 0,002
Interaction 3 39710 13237 5,54 0,048
Erreur résiduelle 5 11955 2391

Inadéq. de I’ajust 3 11955 3985 32309,51 0,000
Erreur pure 2 0 0

Totale 14 367754

R2 (%) 96,75

R2 ajusté (%) 90,90

4.3.4. Analyse statistique des résultats obtenus pour le potentiel Zéta
A. Coefficients de régression estimés

Les coefficients de régression estimés pour le potentiel zéta sont donnés dans le
Tableau 4.8.

Tableau 4.8 : Coefficients de régression estimés pour le potentiel zéta

Termes Coefficients t-Student p-value

Constante -24,383 -24,383 0,000
X1 -0,319 -0,64 0,551
X2 4,700 9,42 0,000
X3 0,081 0,16 0,877
X12 1,760 2,40 0,062
X2? 1,448 1,97 0,106
X3? -1,665 2,27 0,073
X1X2 -0,475 -0,67 0,531
X1X3 -0,238 -0,34 0,750
X2X3 -0,800 -1,13 0,308
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B. Détermination du modele mathématique

Le modele mathématique représentant le potentiel zéta en unités codées est le
suivant :
Y2 = — 24,383 — 0,319 X; + 4,700 X, + 0,081 X3 + 1,760X% + 1,448X3% —
1,665 X2 — 0,475X,X,- 0,238 X, X3 - 0,800 X, * X3 (Eq. 4.3)

L’équation polynomiale optimale en éliminant les termes des effets non significatifs
est une équation de régression polynomiale de second degré pour le nouveau modele en

unités codées et qui s’écrit comme suit :
Y= — 24,383 + 4,700 X, + 1,76X3 (Eq. 4.4)
C. Validation du modeéle

L’analyse de la variance du modéle est résumée dans le tableau 4.9. Selon la valeur
F-crit (7,7) = 3.79 qui est inférieure & F observée (Fobs = 11,86) et R? ajusté qui est élevée
(87,47%), le modeéle peut donc étre jugé de qualité suffisant, ce qui permet d’accepter le

modéle quadratique.

Tableau 4.9 : Analyse de la variance pour le potentiel zéta

Source DL SC CM F P-value
Régression 9 212,504 23,612 11,86 0,007
Linéaire 3 177,586 59,195 29,74 0,001
Carré 3 31,230 10,410 5,23 0,053
Interaction 3 3,688 1,229 0,62 0,633
Erreur résiduelle 5 9,952 1,990

Inadéq. de Pajust 3 9,691 3,230 24,69 0,039
Erreur pure 2 0,262 0,131

Totale 14 222,456

R2 % 95,53%

R2 ajusté % 87.47%

4.3.5. Analyse statistique des résultats obtenus pour le taux d’efficacité d’encapsulation

A. Coefficients de régression

Les coefficients de régression sont donnés par le Tableau 4.10.
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Tableau 4.10 : Coefficients de régression estimeés pour le taux d’efficacité d’encapsulation

Termes Coefficients t-Student P-value
Constant 87,46 38,38 0,000
X1 1,49 1,07 0,334
X2 0,145 1,73 0,145
X3 2,07 1,49 0,197
X1? -26,47 -12,89 0,000
X2? 18,33 8,92 0,000
Xa? -15,75 -7,67 0,001
X1X2 1,62 0,82 0,448
X1 X3 0,31 0,16 0,881
X2X3 -0,21 -0,11 0,920

B. Détermination du modéle mathématique
L’équation de régression polynomiale pour le mod¢le primaire en unités codées
s’écrit comme suit :
Ys= 87,46 + 1,49 X; + 0,145 X, + 2,07X3- 26,47 X3 + 18,33 X3 —15,75X3 +
1,62X; * X, + 0,31X; * X3 —0,31X, * X3 (Eq. 4.5)

L’équation polynomiale optimale en éliminant les termes des effets non significatifs
est une équation de régression polynomiale de second degré pour le nouveau modeéle et qui

s’écrit comme suit en unités codées:
Ys= 87,46 - 26,47 X3 + 18,33 X% — 15,75 X3 (Eq. 4.6)
C. Validation du modele

L’analyse de la variance du modele qui s’ensuit en fonction de la valeur de p > 0,05
montre qu’il n’y a pas d’effet linéaire significatif pour les différents facteurs et leurs
interactions. Il apparait aussi que Fobs > Fcrit (Fcrit (8,6) = 4.15). Par ailleurs, les valeurs
de Rz (98,49%) et R: ajusté (95,79%) sont bonnes, ce qui indique que le modéle est
relativement bien ajusté. Donc il existe une bonne corrélation entre les valeurs mesurées et

les valeurs calculées, donc le modele quadratique est accepté (Tableau 4.11).
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Tableau 4.11 : Analyse de la variance pour le taux d’efficacité d’encapsulation

Source DL SC CM F P-value
Régression 9 5096,77 566,31 36,35 0,000
Linéaire 3 98,56 32,85 2,11 0,218
Carré 3 4987,12 1662,37 106,70 0,000
Interaction 3 11,09 3,70 0,24 0,867
Erreur résiduelle 5 77,90 15,58

Inadéq.de I’ajust 3 77,79 25,93 498,35 0,002
Erreur pure 2 0,10 0,05

Totale 14 5174,67

R2 (%) 98,49

R2 ajusté (%) 95,79

4.3. Modélisation par la méthodologie de la surface de réponse (RSM)

Pour la recherche des conditions optimales, i.e. les valeurs des facteurs
permettant d’aboutir a une meilleure formulation par le procédé d’encapsulation par gélation
ionotropique, la méthode de surfaces de réponses a été utilisée. Cette méthode permet de
visualiser les effets mutuels des facteurs. Deux types de graphiques sont produits :
graphiques du contour des réponses et les diagrammes de surface et ce en maintenant une
variable constante et en faisant varier les autres parametres dans les limites expérimentales
choisies. Ils permettent d’illustrer les effets linéaires, quadratiques et interactifs sur chaque
variable de sortie (Bezerra et al., 2008 ; Kouchakzadeh et al., 2010).

Les graphiques du contour des réponses et les diagrammes de surface des réponses
obtenus d’aprés le plan d’expériences sont représentés dans les Figures allantes de 4.7

jusqu’a 4.15.
4.3.1. Modélisation de la taille des particules par RSM

D’apres les résultats de I’analyse de la surface de réponse obtenus et sa projection
présentée par la courbe isoréponse (Figure 4.7), il apparait que 1’augmentation de la vitesse
d’agitation (X1) de son niveau bas a son niveau maximum (2000 rpm) est suivie par une
diminution de la taille. Cependant, I’augmentation de la concentration en PEG 4000 (X>) est
accompagnée par une augmentation de la taille. Le diagramme de surface de réponse
présente a partir de sa forme parabolique une taille minimale qui se trouve en bas de la

surface.
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Figure 4.7 : Diagrammes (A) de contour et (B) de surface de réponse de I’effet

d’interaction X1- X2 @ X3 moyen sur la taille

A partir de la forme parabolique de la surface de réponse, ainsi de la courbe
isoréponse (Figure 4.8), il apparait que les valeurs optimales de TP se trouvent aux

extrémités ou se trouvent les valeurs maximales de la vitesse d’agitation (X1).

45 ‘
40
35 TAILLE
< 100
100 - 200
o I 200 - 300 TAILLE
= 30 W 300 - 400
W 200 - 500
[ | = 500

25

20

N

1000 1250 1500 1750 2000
X1

Figure 4.8 : Diagrammes (A) de contour et (B) de surface de réponse de ’effet

d’interaction X1-Xza X2 moyen sur la taille

La surface de réponse de I’interaction X»-X3 indique que I’augmentation de la
concentration en PEG 4000 est suivie par une augmentation importante de la taille,
contrairement a I’augmentation du temps d’homogénéisation (Figure 4.9). Cela est affirmé

par la courbe isoréponse qui précise la région des tailles minimales pour les plus faibles
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concentrations en PEG 4000 (autour du niveau -1) et les valeurs maximales du temps

d’homogénéisation (autour du niveau +1).
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45

m
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M 300 - 350

350 - 400
W 400 - 450
W 450 - 500
[} = 500

30

X3

25

20

15
0,20 0,25 0,30 0,35

X2
Figure 4.9 : Diagrammes (A) de contour et (B) de surface de réponse de I’effet

d’interaction de X2-Xza X1 moyen sur la taille
4.3.2. Modélisation de PZ par RSM

L’optimisation du potentiel z&ta a été réalisée par I’analyse des diagrammes de contour
(Figures 4.10, 4.11 et 4.12). La nature plane de la surface de réponse et du contour illustrant
I’effet d’interaction entre la vitesse d’agitation (X1) et la concentration en PEG 4000 (X2)
sur PZ montre qu’il existe en effet une interaction négligeable entre ces deux parametres. En
outre les valeurs élevées de PZ sont obtenues avec les plus faibles concentrations en
PEG 4000 (X2) (Figure 4.10).
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Figure 4.10 : Diagrammes (A) de contour et (B) de surface de réponse de I’effet

d’interaction X1-X2a X3 moyen sur PZ

L’analyse de la surface de réponse et des courbes isoréponses de I’effet d’interaction
de la vitesse d’agitation (X1) et le temps d’homogénéisation (X 3) sur PZ montre qu’il existe
une zone optimale entre les variables et un optimum (PZ > 26 mV en valeur absolue), qui

peut se rencontrer au niveau moyen « 0 » de la vitesse d’agitation (X1) (Figure 4.11).

A B

45

Fdd

-26 - -25
W -5 - 24
W24 - 23

X3

1000 1250 1500 1750 2000
X1

Figure 4.11 : Diagrammes (A) de contour et (B) de surface de réponse de 1’effet

d’interaction X1-X3za Xz moyen sur PZ

Le diagramme de surface de réponse qui présente I’effet d’interaction entre la
concentration en PEG 4000 (X2) et le temps d’homogénéisation (X3) sur PZ montre une

surface plane inclinée vers le niveau inférieur de la concentration en PEG (X2) (Figure 4.12).
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En effet, les plus fortes valeurs de la charge de surface (PZ > 30 mV en valeur absolue) sont
obtenues, en fixant la concentration en PEG (X2) a son niveau inférieur et le temps
d’homogénéisation (X3) a son niveau supérieur ou inférieur. Le maximum de PZ est donné

par la surface confisquée dans la plus petite parcelle du graphe.
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-26 - -24 ZP
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-
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0,20 0,25 0,30 0,35
X2
Figure 4.12 : Diagrammes (A) de contour et (B) de surface de réponse de 1’effet

d’interaction X2-Xza X1 moyen sur PZ

4.4. Modélisation de ’EE par RSM

Le diagramme de surface de réponse qui présente I’interaction entre la vitesse
d’agitation (X1) et la concentration en PEG 4000 (X2) montre & partir de sa forme
parabolique une zone optimale, ou se trouve un EE (%) maximum en haut de la surface et

celle-ci aux alentours de la valeur moyenne de la vitesse d’agitation (X1) (Figure 4.13).

0,35

A B

0,30 EE%

< B0

W70 - B0
a0 - S0
M 50 - 100 EE %
[ ] = 100

X2

0,25

0,20

1000 1250 1500 1750 2000
X1

Figure 4.13 : Diagrammes (A) de contour et (B) de surface de réponse de 1’effet

d’interaction X 1 — X 2a X3 moyen sur EE
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L’interaction entre la vitesse d’agitation (X1) et le temps d’homogénéisation (X3)
montre une surface de réponse de nature parabolique, ainsi le diagramme de contour montre
qu’il y a une zone optimale entre les variables. Ainsi, les valeurs optimales peuvent étre
facilement déterminées (Figure 4.14). En effet, le maximum de I’EE est obtenu, en fixant les

variables aux niveaux moyens « 0 ».

A B

EE %

< 50
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Figure 4.14 : Diagrammes (A) de contour et (B) de surface de réponse de 1’effet

d’interaction X1- Xza X2 moyen sur EE

La combinaison d’effet d’interaction X2-X3 sur EE est présentée par une surface de
réponse de nature ondulatoire (Figure 4.15).Celle-ci montre qu’il y a une grande différence
entre la zone minimale et la zone maximale. En effet, les valeurs d’EE les plus élevées sont
obtenues avec les valeurs minimales et maximales de la concentration en PEG (X3), en fixant

le temps d’homogénéisation (X3) & son niveau moyen « 0 ».
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Figure 4.15 : Diagrammes (A) de contour et (B) de surface de réponse de 1’effet

d’interaction X2-X3 a X1 moyen sur EE
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4.5. Détermination et validation de I’optimum

Le but de cette partie de travail a porté sur la détermination d’une formule optimale
d’un complexe poly électrolyte recouvert avec du PEG 4000 a 1’échelle de nano dans
I’objectif de contenir et de protéger I’insuline, préparée par le procédé de la gélation

ionotropique. Donc les critéres de choix d’un optimum sont :

- Un diameétre des particules minimal ;
- Un taux d’efficacité d’encapsulation maximal ;
- Un potentiel z&ta maximal (> 30 mV en valeur absolue).
En introduisant les valeurs cibles des réponses dans le modele, une formulation

optimale sera obtenue pour les variables suivants (Tableau 4.12) :

Tableau 4.12 : Les valeurs des facteurs de gélation ionotropique

Variable Valeur codée Valeur réelle
Vitesse d’agitation (X1) 0,6161 1636,36 rpm
Concentration en PEG (X2) -1 0,17%
Temps d’homogénéisation (X3)  +1 45 min

Des essais de confirmation ont été realises, en utilisant les valeurs cibles (optimales)
obtenues. Les résultats d’analyse de cet essai optimal présentent les propriétés de réponses

les plus importantes et qui sont conformes aux critéres élaborés (Tableau 4.13).

Tableau 4.13 : Les valeurs des réponses mesurées et prédites de I’optimum de gélation

ionotropique

Réponse Valeur reelle Valeur prédite
TP 145 nm 142,7 nm

PZ -30 mV -29,75 mV

EE 85% 81,07%

4.6. Conclusion

Une méthode de fabrication des micro et nanoparticules par gélation ionotropique a
été mise au point. Dans ce travail, le plan de criblage factoriel complet & deux niveaux (2°)
a été utilisé comme étape préliminaire, afin de sélectionner les facteurs les plus influents sur

les réponses. Afin d’optimiser les parameétres de formulation fournissant un taux
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d’encapsulation optimal de I’insuline dans des nanoparticules de diamétre minimal avec une
charge de surface optimale, la méthodologie des surfaces de réponses a éte utilisée en se
basant sur le plan de Box-Behnken. Pour étudier I’effet des variables indépendantes la
réponse est modélisée sous forme d’un polynome en fonction de ces paramétres. D’aprés
I’étude statistique, le modéle obtenu est significatif pour les trois réponses estimées (p <
0,05) traduisant une corrélation satisfaisante entre les valeurs mesurées et les valeurs

ajustees.

En effet, un modéle mathématique adéquat de la formulation optimale par le procédé
de la gélation ionotropique a été obtenu. Cette formulation répond bien aux criteres désires,
a savoir des particules de petite taille (145 nm), une meilleure efficacité d’encapsulation
(85%), ainsi avec une forte charge négative (-30 mV), ce qui permet d’assurer leurs stabilités
¢lectrostatiques en suspension et leur faible tendance d’agrégation. La région du point
optimal correspond aux valeurs suivantes des facteurs : vitesse d’agitation (1636,36 rpm),

concentration en PEG 4000 (0,17%) et un temps d’homogénéisation de 45 min.
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CHAPITRE V : OPTIMISATION DE LA FORMULATION DES
MICRO ET NANOPARTICULES ENCAPSULANT L’INSULINE PAR
DOUBLE EMULSION

5.1. Introduction

L’objectif de cette partie est de formuler une émulsion multiple (E/H/E) caractérisée
par un aspect homogene et une taille minimale des particules dans le but d’évaluer 1’effet
protecteur de ce type de systemes vis-a-vis de I’insuline lors d’une administration orale. La
méthodologie des surfaces de réponse en accord avec la matrice de Box-Behnken est
appliquée afin d’optimiser la formulation de 1’émulsion multiple (E/H/E) a base d’insuline.

Dans un premier temps, un plan de criblage a été utilisé.
5.2. Plan de criblage

Le plan factoriel complet a deux niveaux a été choisi, car c’est généralement le plus
employé dans des études similaires(Petkar et al., 2018; Zielinska et al., 2019), afin d’étudier
le criblage des facteurs ayant un impact considérable dans la formulation des émulsions
multiples, cela permettra de déterminer I’influence de chacun de ces facteurs sur les réponses

obtenues.
5.2.1. Détermination des facteurs et du domaine d’étude

Le choix des facteurs est basé sur des critéres expérimentaux relatifs aux essais
préliminaires et sur des résultats antérieurs (Balcaen et al., 2016 ; Bhattacharjee et al., 2018 ;
Schuch et al., 2013). Le procédé de préparation des émulsions multiples est basé sur
I’émulsification en deux étapes. Les facteurs examinés lors de cette étude sont la
concentration en surfactant lipophile (Span 80), la concentration en surfactant hydrophile

(Tween 80) et la proportion volumique de la phase aqueuse interne (Tableau 5.1).
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Tableau 5.1 : Facteurs du criblage et leurs niveaux réels et codés pour double émulsion

Facteurs

X1 : Concentration en Span 80 (%) (m/m)

Xz : Concentration en Tween 80(%) (m/m)

Niveaux

-1
5
1

Xz : Proportion volumique de la phase aqueuse 20

interne dans I’émulsion primaire E/H (%, v/v)

5.2.2. Les réponses

Les trois réponses étudiées sont :
- La taille des globules (TP) ;
- La charge de la surface (PZ) ;

- Le taux d’efficacité d’encapsulation (EE).

5.2.3. Résultats et discussion

+1
15

Les différentes émulsions multiples ont été préparées selon le procédé en deux étapes

d’émulsification. Les émulsions préparées ont une surface de charge négative varie de (-

1,4 mV a -63,1 mV), la taille des globules varie de 269,2 nm a 2785,3 nm avec un taux

d’efficacité d’encapsulation compris entre 32,68% et 86,50% (Tableau 5.2).

Tableau 5.2 : Plan de criblage des facteurs et ses réponses pour 1’émulsion multiple

Ordre
d’essai
01
05
03
04
05
06
07
08

X1

X2

X3

TP (nm)

2785,3+ 8,05
284,7 +6,84
1113,6 +5,58
860,6 +2,48
1616,4 +5,50
269,2+4,85
780,3 +4,48
664,7+ 6,34

PZ (mV)

-1,4+ 0,28

-16,9+ 0,13
-10,8+ 0,20
-12,1+ 0,26
-31,4+ 0,10
-42,1+ 0,26
-36,4 0,31
-63,1 +0,18

EE (%)

37,86+3,29
61,20+3,65
32,68+6,79
49,98+3,12
57,20+5,61
48,72+4,39
41,85+3,86
86,50+6,54
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5.2.4. Etude des effets principaux
Le diagramme des effets principaux renseigne sur 1’influence simultanée de tous les

facteurs sur les caractéristiques des émulsions multiples préparées (TP, PZ, EE).
A. Diagramme des effets principaux sur la taille (Figure 5.1)

o Effet de la concentration en Span 80 (X1) sur TP

La concentration en Span 80 représente le facteur capital influencant sur TP, car du
niveau bas au niveau élevé, une diminution importante de la réponse a été constatée. Cette
diminution pourrait étre due au fait que 1’augmentation de la quantité en Span 80 diminue la
tension interfaciale E/H qui va empécher la coalescence des gouttelettes aqueuses internes
et donc reéduire la taille des globules formées (Vasiljevic et al., 2006). Ce resultat est en

accord avec d’autres études antérieures (Ding et al., 2019 ; Rosly et al., 2020).

o Effet de la concentration en Tween 80 (X2) sur TP

La concentration en Tween 80 a un effet plus ou moins important sur TP. En effet,
I’augmentation de sa concentration permet d’éviter le regroupement des particules par 1’effet

de la diminution de la tension interfaciale H/E (Jusoh et al., 2018).
o Effet de la proportion volumique de la phase aqueuse interne (Xs) sur TP

Le graphique (figure 5.1) a permis de conclure : lors de I’augmentation de la fraction
volumique de la phase aqueuse interne, les gouttelettes se déplacent moins au sein de
I’émulsion primaire en raison d’un manque de place ce qui permet d’éviter le grossissement
des particules par la prévention de leur adhésion. Ce qui est compatible avec la théorie de
(Adebileje et al., 2017 ; Balcaen et al., 2016).

| X1 | X2 | X3
c
0 120
>
)
E 1000
=
750
- - - -
1 o 1 = o i 1 o i

Figure 5.1 : Diagramme des effets principaux sur TP
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B. Diagramme des effets principaux sur le potentiel zéta (Figure 5.2)

o Effet des surfactants (X1 et X»)

Les concentrations en Span 80 et en Tween 80 ont une influence importante sur le
potentiel zéta (Figure 5.2). Lors du passage du niveau bas au niveau haut, la charge des
particules (en valeur absolue) augmente, cela est di au rdle de ces deux surfactants dans
I’augmentation de la stabilité de I’émulsion formulée, qui est traduite par I’augmentation du
potentiel zéta. Les résultats sont cohérents avec ceux rapportés dans la littérature (Rosly et
al., 2020 ; Tian et al., 2016).

e Effet du volume de la phase aqueuse interne (Xs)

L’augmentation du ratio de la phase aqueuse interne dans 1’émulsion primaire est
suivie par une augmentation du volume de la phase aqueuse interne renfermant le polymeére
anionique (l’alginate de sodium) dans 1’émulsion secondaire, ce qui provoque
I’augmentation de la charge négative en surface des particules (Falkeborg et Guo, 2015). Ce

résultat est en accord aussi avec 1’étude de ( Lertsutthiwong et al., 2008).

X1 | X2 | X3

PZ moyen
g W

-35
-40
L . L
-45
1 o 1 = 8 o i 2 o -

Figure 5.2 : Diagramme des effets sur le potentiel zéta

C. Diagramme des effets principaux sur le taux  d’efficacité

d’encapsulation (Figure 5.3)

e Effets de la concentration en Span 80 (X1) sur EE
Le passage de la valeur minimale a la valeur maximale montre que la concentration
de Span 80 joue un role primordial dans 1’amélioration de I’EE. Cela peut étre d0 & sa

capacité de former une interface rigide autour des globules encapsulant le principe actif.
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e Effet de la concentration en Tween 80 (X2) sur EE

Il a été constaté une faible variation de I’EE lors de la variation de la concentration
en Tween 80. Cela devrait se traduire par le fait que I’encapsulation est assurée beaucoup
plus par 1’ajout de chitosane et d’alginate. De plus, Schuch et al. (2014) ont démontré que
I’augmentation du surfactant hydrophile dans I’émulsion secondaire est accompagnée en
générale par une diffusion de la phase interne dans la phase externe (coalescence) d’ou une
probabilité accrut d'un faible rendement d’encapsulation (Schuch et al., 2013). Ce résultat

est en accord aussi avec I’étude de Schmidts et al., (2009).

o Effet de la proportion volumique de la phase aqueuse interne (Xs) sur EE

L’augmentation du ratio de la phase aqueuse interne est accompagnée par une
augmentation de I’EE. Cela est dii a I’augmentation de la quantité d’insuline a encapsuler.
L’influence du volume aqueux interne sur I’efficacité d’encapsulation des nanoparticules
reste controversée dans la bibliographie (Adebileje etal., 2017 ; Li et al., 2020). Des résultats
contradictoires sur le lien entre la taille des nanoparticules et leur efficacité d’encapsulation
avec le ratio E/H sont en effet rapportés (Ding et al., 2019). Un point reste cependant acquis,
a savoir que l’augmentation du volume de la phase aqueuse interne contribue a
I’augmentation du taux de charge jusqu’a une certaine limite (Abdelkader et al., 2018a;
Bhattacharjee et al., 2018).

X1 X2 X3
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o
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Figure 5.3 : Diagramme des effets principaux sur EE
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D. Diagrammes des effets d’interactions des facteurs

e Diagramme des interactions sur la taille

Les effets d’interaction des différents facteurs sur la taille des particules des
émulsions préparées sont représentés dans le diagramme (Figure 5.4). Il apparait que
I’interaction de la concentration en Span 80 et celle de Tween 80 a une influence importante
sur la taille des particules (Rosly et al., 2020). Ainsi que I’interaction de la concentration en
Span 80 et la proportion de la phase aqueuse interne, influe sur la taille des globules des
émulsions. Par contre, le graphique montre que I’interaction de la concentration de Tween 80
avec la proportion volumique de la phase aqueuse interne a un effet presque négligeable sur

cette réponse.

TP moyen

Figure 5.4 : Diagramme des interactions des effets sur la taille des particules
e Diagramme des interactions sur le potentiel zéta

Selon le diagramme des interactions (Figure 5.5), le potentiel z&ta n’est pas influencé
par I’interaction de 1’effet de la concentration de Span 80 avec celui de Tween 80 et par
I’interaction entre le ratio de Tween 80 et le ratio de la phase aqueuse interne. Par contre,
I’interaction entre la concentration en Span 80 et le ratio de la phase aqueuse qui est indiquée

par deux segments de droites non paralléles a une influence importante sur cette réponse.
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PZ moyen

Figure 5.5 : Diagramme des interactions pour le potentiel zéta

e Diagramme des interactions des facteurs sur EE
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En comparant les graphes d’interactions (Figure 5.6), il apparait que ’interaction

entre ’effet de la concentration en Span 80 et celle de Tween 80 a un effet sur le taux

d’efficacité d’encapsulation, ainsi que ’interaction de 1’effet de la concentration en Span 80

avec la fraction volumique de la phase aqueuse influe Iégerement sur cette réponse.

Contrairement a D’interaction de D’effet de la concentration en Tween 80 et la fraction

volumique de la phase aqueuse, révele que celle-ci n’a pas d’effet sur le taux d’efficacité

d’encapsulation.

EE moyen

Figure 5.6 : Diagramme des interactions pour le taux d’encapsulation
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5.3. Plan Box-Behnken

L’optimisation des conditions de formulation des émulsions multiples est effectuée
selon la méthode de surface de réponse (RMS) par le plan Box-Behnken en utilisant un

modéle polynomial du second degré avec interaction d’ordre 2.

Les graphiques de contour et 1’analyse statistique des résultats obtenus permettent de
visualiser la variation de la réponse en fonction des différents facteurs a I’aide de graphique
de type surface de réponse et courbe isoréponse pour établir un modele mathématique
adéquat, afin de déterminer les conditions optimales pour une taille des particules minimales,

une charge de surface (potentiel zE€ta) maximale, une efficacité d’encapsulation maximales.

5.3.1. Détermination des facteurs et du domaine d’étude

Les facteurs ayant un impact considérable dans la formulation des multiples
émulsions sont choisis, en se basant sur des critéres expérimentaux relatifs aux essais
préliminaires et sur des résultats antérieurs (Balcaen et al., 2016 ; Bhattacharjee et al., 2018 ;
Schuch et al., 2013). Les facteurs examinés lors de cette étude sont : la concentration en

Span 80, la concentration en Tween 80 et le ratio de la phase aqueuse interne (Tableau 5.3).

Tableau 5.3 : Facteurs et domaine d’étude pour émulsion multiple

Facteurs Niveau (-1) Niveau (0) Niveau (+1)
X1 : Concentration en Span 80 (%, m/m) 5 10 15

Xz : Concentration en Tween 80 (%, m/m) 1 3 5

X3 : Fraction volumique de la phase aqueuse 20 30 40

interne (%, V/v)
5.3.2. Réponses

Les trois réponses étudiées sont les mémes déja fixées au chapitre precédent :
- La taille des globules (TP) ;
- La charge des globules (PZ) ;

- Le taux d’efficacité d’encapsulation (EE).

D’apres la matrice d’expériences et les résultats expérimentaux (réponses) obtenus
lors de la réalisation des 15 essais du plan de Box-Behnken pour trois facteurs (Tableau 5.4),
il apparait que la taille des globules varie de 193,3 nm et 3022,9 nm avec une bonne
polydispersité, le potentiel zéta varie de -4,5 mV et -64,8 mVet le taux d’efficacité

d’encapsulation compris entre 30,72% et 92,48%.
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Tableau 5.4 : Plan de Box-Behnken avec les réponses expérimentales (unités codées)

Ordre X
d’essai

01 -1
02 +1
03 -1
04 +1
05 -1
06 +1
07 -1
08 +1
09 0
10 0
11 0
12 0
13 0
14 0
15 0

X2

-1
-1
+1
+1

0
0
0
0
-1
+1

-1
+1

X3

TP (nm)

3022,9 £ 6,85
284,7 + 3,37
1741,0 + 6,17
560,8 + 2,73
2283,3 + 4,56
443,2 + 2,53
1450,4 + 5,56
193,3+2,61
1350,7 £4,71
820,8 +2,05
382,1+2,.24
495,3 + 3,75
400,0 +2,34
456,8 + 2,06
498,6 + 2,38

PDI

0,52 +0,015
0,36 + 0,044
0,37 +0,017
0,45 £ 0,035
0,34 £ 0,026
0,55 +0,040
0,36 + 0,017
0,26 + 0,006
0,52 £ 0,020
0,33 £0,031
0,18 + 0,026
0,36 + 0,035
0,44 £ 0,015
0,350,031

0,47 0,017

ZP (mv)

-4,5+0,06

-25,2 + 0,96
-18,9+ 0,28
-29,6 + 0,45
-17,4 + 0,23
-18,8 +0,18
-31,2+ 0,08
-64,8 + 0,38
-12,1+0,21
-15,2+0,16
-30,2 £ 0,61
-36,2 + 0,36
-29,9 +0,23
-31,5+0,30
-33,2+ 0,46

5.3.3. Analyse statistique des résultats de la taille des particules

EE (%)

35,87 + 6,68
84,72 +5,30
30,72 +2,92
78,30 +5,09
48,28 + 5,70
88,87 + 3,54
47,67 £5,11
92,48 + 4,06
74,87 +4,31
71,90 +4,01
65,96 + 3,61
75,00 +4,33
89,23 £4,30
80,56 = 3,00
81,05 + 3,08

A. Coefficients de régression estimés
Les valeurs de probabilité inférieures a 0,05 indiquent que les termes du modele sont

statistiquement significatifs (Tableau 5.5).

Tableau 5.5 : Coefficients de régression estimés pour la taille

Termes Coefficients t-Student p-value
Constant 452,0 4,40 0,007
X1 -875,7 -13,94 0,000
X2 -161,7 -2,57 0,050
X3 -289,5 -4,61 0,006
Xi1? 625,6 6,77 0,001
X2? 325,0 3,51 0,017
X3? 17,7 0,19 0,856
X1X2 389,5 4,38 0,007
X1X3 143,3 1,61 0,168
X2X3 178,5 2,01 0,101
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B. Détermination du modele mathématique
L’équation de régression polynomiale pour le modele primaire (avant d’exclure les

termes non significatifs), s’écrit comme suit :

Y, = 451,8 — 875,7 * X; — 161,68 X, — 289,48 X5 + 625,56 X2 + 324,98 X2 +
17,7X% + 389,5 X, * X, + 143,25 X, * X5 + 178,5 X, * X5 (Eq. 5.7)

Dans le but daffiner le modele et de trouver 1’équation polynomiale optimale, les

termes non significatifs sont éliminés.

L’équation de régression polynomiale de second degré optimale pour le nouveau

modele du plan Box-Behnken en unités codées s’écrit comme suit :

Y, = 451,8 — 875,7 x X; — 161,68 X, — 289,48 X5 + 625,56 X2 + 324,98 X2 +
389,5 X, * X, (Eq. 5.8)

C. Validation du modele

D’aprés I’ANOVA (Tableau 5.6), la valeur de p = 0,001 indique que le modéle est
significatif. Les valeurs du coefficient de détermination R? = 98,38% et celle de R? ajusté =
95,46% indiquent que le modele est relativement bien ajusté. Donc il existe une bonne
corrélation entre les valeurs mesurées et les valeurs calculées. De plus, selon la table de
Ficher, F-obs > F-crit (8,6) qui est égal a 4,15. De plus, la somme des carrés due a I’erreur
est tres faible devant la somme totale. D’autre part, la somme des carrés due aux résidus est
nettement inférieure a la somme des carrés due a la régression. On conclut donc que le
modeéle quadratique proposé amélioré est meilleur du point de vue statistique et peut

expliquer correctement le procédé d’encapsulation par double émulsion étudié.

Tableau 5.6 : Analyse de la variance pour la taille

Source DDL SC CM F P-value
Régression 9 9569816 1063313 33,68 0,001
Linéaire 3 7014371 2338124 74,07 0,000
Carré 3 1739037 579679 18,36 0,004
Interaction 3 816408 272136 8,62 0,020
Erreur résiduelle 5 157841 31568

Inadéq.de ’ajust 3 152942 50981 20,81 0,046
Erreur pure 2 4898 2449

Totale 14 9727657

R? 98,38%

R2 ajusté 95,46%
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5.3.4. Analyse statistique des résultats de potentiel zéta

A. Coefficients de régression estimés

Les valeurs de probabilité inférieures a 0,05 indiquent que les termes du modele sont

statistiquement significatifs (Tableau 5.7).

Tableau 5.7 : Coefficients de régression estimés pour le potentiel zéta

Termes Coefficients t-Student P-value
Constant -31,53 -14,35 0,000
X1 -8,30 -6,17 0,002
X2 -3,49 -2,59 0,049
X3 -12,36 9,19 0,000
X12 1,18 0,60 0,577
X2 10,80 5,46 0,003
X3? 2,70 -1,36 0,232
X1X2 2,50 1,31 0,246
X1X3 -8,05 -4,23 0,008
X2X3 -0,73 -0,38 0,719

B. Détermination du modéle mathématique
Le modéle mathématique représentant le potentiel zéta est le suivant :

Y= —31,53-830X; — 348X, — 12,36 X5 + 1,18X% + 10,80 X% —2,69X2 +
2,50 X1 X, - 8,05 X, X3-0,73 X, X5 (Eq 6.9)
D’apreés ’analyse statistique précédente, les termes quadratiquesX? et XZet les deux
interactions X1 Xz et X>Xas, ont été éliminés dans le but de trouver 1’équation polynomiale
optimale. Un nouveau modele a été obtenu avec un ajustement de bonne qualité.
Y= —31,53-8,30X; — 3,48 X, — 12,36 X5 + 10,80 X7 — 2,69X% +
2,50 X, X, — 8,05 X, X5 (Eq. 5.10)

C. Validation du modeéle

Selon I’analyse de la variance du modele, il apparait que Fobs est supérieure que F-
crit (3,79), de plus R? ajusté est élevée (92,52%). Ceci indique que le modéle quadratique

est tres bien ajusté (Tableau 5.8).
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Source
Régression
Linéaire
Carré
Interaction

Erreur résiduelle

Inadéq.de I’ajust

Erreur pure
Totale
RZ

Rz ajusté

DDL

9
3
3
3
5
3
2

14
97,33%
92,52%

SC
2635,93
1871,07
478,55
286,31

72,39

66,94
5,45

2708,32

CM F
292,88 20,23
623,69 43,08
159,52 11,02
95,44 6,59
14,48

22,31 8,19
2,72

5.3.5. Analyse statistique des résultats du taux d’encapsulation

A. Coefficients de régression

Tableau 5.8 : Analyse de la variance pour le potentiel zéta

p-value
0,002
0,001
0,012
0,034

0,111

Les coefficients de régression sont donnes dans le tableau 5.9. L’ensemble des effets

linéaires des facteurs X, et X3 présente une valeur de p = 0,006 (< 0,05), ce qui indique

I’existence d’un effet linéaire significatif uniquement pour le facteur (X1). Pour les effets

quadratiques, on obtient des valeurs de P > 0,05 pour le carré de Xas. Il s’ensuit en fonction

de la valeur de p qu’il n’y a pas d’effet significatif pour le carré de la fraction volumique de

la phase aqueuse interne. Les valeurs de P obtenues pour les interactions sont respectivement

de 0,898, 0,673 et 0,259 (> 0,05). Il n’y a donc pas d’effet significatif.

Tableau 5.9 : Coefficients de régression estimés pour le taux d’efficacité d’encapsulation

Termes
Constant
X1

X2

X3

X12

X2?

X3?
X1X2
X1X3
XoX3

Coefficients
83,61

22,73

-0,69

-0,35

-14,41

-11,80
0,12
-0,32
1,05
3,00

t-Student

30,70
13,63
-0,41
-0,21
-5,87

-4,81
0,05
-0,13
0,45
1,27

p-value
0,000
0,000
0,697
0,841
0,002

0,005
0,963
0,898
0,673
0,259
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B. Détermination du modéle mathématique

L’équation de régression polynomiale pour le modele primaire (avant d’exclure les
termes non significatifs) s’écrit comme Suit en unités codées :
Y; = 83,61+ 22,73 X;-0,69 X,- 0,35 X5- 14,40 X? - 11,80 X7 + 0,12 X2 +
1,05 X; * X3+ 3,00 X, * X3 (Eq 6.11)

Apres exclusion des termes non significatifs (tableau 5.7), le nouveau modele

s’écrit comme suit :

Ys; = 83,61+ 0,69 X,- 14,40 X2 - 11,80 X2 (Eq. 6.12)

C. Validation du modele

L’analyse de la variance du mod¢le est résumée dans le tableau 5.10. D’apres
I’ANOVA, Fobs est supérieure que F-crit (8,6), en plus la valeur de p = 0,001 indique que
le modeéle est significatif. Par ailleurs, la valeur du coefficient de détermination Rz vaut
97,98% est bonne et Rz ajusté est égale a 94,33%, ce qui indique que le modéle est
relativement bien ajusté. Donc il existe une bonne corrélation entre les valeurs mesurées et

les valeurs calculées, donc le modéle quadratique est accepté.

Tableau 5.10 : Analyse de la variance pour le taux d’efficacité d’encapsulation

Source DDL SC CM F p-value
Régression 9 5384,61 598,29 26,89 0,001
Linéaire 3 4137,54 1379,18 61,99 0,000
Carré 3 1206,16 402,05 18,07 0,004
Interaction 3 40,92 13,64 0,61 0,635
Erreur résiduelle 5 111,25 22,25

Inadéq. de 3 63,81 21,27 0,90 0,566
I’ajustement

Erreur pure 2 47,44 23,72

Totale 14 5495,85

R2 97,98%

R2 ajusté 94,33%

5.4. Modélisation par RSM
Pour la recherche des conditions optimales, c’est-a-dire les valeurs des facteurs
permettant d’aboutir a la réponse optimale la méthode de Modélisation par RSM a été

utilisée. Deux types de graphiques de surface de réponse ont été générés.
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5.4.1. Optimisation de la taille par RSM

D’apres les résultats obtenus de 1’analyse de la surface de réponse et sa projection
présentée par la courbe isoréponse (Figure 5.7), il se constate que I’augmentation de la
concentration du Span 80 de son niveau bas a son niveau maximum (concentration de 15%)
est suivie par une diminution de la taille. Cependant, I’augmentation du ratio de Tween 80
entraine une diminution de la taille jusqu’a un ratio de 3%, au-dela de cette valeur
I’augmentation de ce dernier est accompagnée par une augmentation de la taille. Le
diagramme de surface de réponse présente a partir de sa forme parabolique une taille

maximale qui se trouve en haut de la surface.

Taille

-1.0 -05 0.0 05 1.G
X1

Figure 5.7 : Diagrammes (A) de contour et (B) de surface de réponse de ’effet

d’interaction de X1-X2a X3 moyen sur la taille

Les résultats de I’analyse de la surface de réponse, ainsi que la courbe isoréponse sur
I’effet d’interaction X1-X3a Xz moyen sur la taille démontrent bien qu’il existe une relation
étroite entre I’augmentation de la concentration du Span 80 et de la fraction volumique de la
phase aqueuse interne (Figure 5.8). Une augmentation de ces deux parametres est suivie
d’une forte diminution de la taille jusqu’a I’obtention d’une taille minimale pour une
concentration volumique de 15% du Span 80 et une fraction volumique de 40 % de la phase

aqueuse interne.
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Taille

-1.0 -0.5 0o Q.5 1.0

Figure 5.8 : Diagrammes (A) de contour et (B) de surface de réponse de I’effet

d’interaction X1-Xza Xz moyen sur la taille

L’analyse de la surface de réponse sur ’effet d’interaction Xo-Xza X1 moyen sur la
taille (Figure 5.9), indique que 1’augmentation de la fraction volumique de la phase aqueuse
interne est suivie par une diminution importante de la taille, contrairement & la concentration
de Tween 80. Cela est affirmé par la courbe isoréponse qui précise la région des tailles
minimales pour des fractions volumiques élevées de la phase aqueuse interne (autour du

niveau +1) et des concentrations centrées de Tween 80 (autour du niveau 0).

Figure 5.9 : Diagrammes (A) de contour et (B) de surface de réponse de I’effet

d’interaction X2-Xza X1 moyen sur la taille
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5.4.2. Optimisation du potentiel zéta par RSM

Le graphique de la surface de réponse montre que 1’augmentation de la concentration
de Span 80 conduit a une importante diminution du potentiel zéta jusqu’a une valeur presque
de -40 mV pour une concentration de 15%, tandis que, lors de I’augmentation de la
concentration de Tween 80, le potentiel zéta diminue, mais au-dessus de la valeur de 3%,

I’augmentation de ce ratio induit I’augmentation du potentiel zéta (Figure 5.10).

A Potentiel zéta

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
X1

Figure 5.10 : Diagrammes (A) de contour et (B) de surface de réponse de I’effet

d’interaction X3-X2a X3 sur le potentiel zéta

D’aprés le diagramme de surface de réponse et de contour (Figure 5.11), il est a noter
que I’augmentation la concentration de Span 80, ainsi que 1’augmentation de la fraction
volumique de la phase aqueuse interne aménent a une importante augmentation du potentiel
z€ta en valeur absolue jusqu’a I’obtention d’une valeur maximale pour une concentration de

15% de Span 80 et une fraction volumique de 40% de la phase aqueuse interne.
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Potentiel zéta
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X1

Figure 5.11 : Diagrammes (A) de contour et (B) de surface de réponse de 1’effet

d’interaction X1-Xza X> sur le potentiel zéta

D’aprés le diagramme de surface de réponse et de contour (Figure 5.12), il apparait
que le potentiel zéta atteint sa valeur maximale en valeur absolue, lorsque la concentration
de Tween 80 est fixée a son niveau moyen (0) et la fraction volumique de la phase aqueuse

interne est fixée a son niveau élevé (+1).

A Potentiel zéta B
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Figure 5.12 : Diagrammes (A) de contour et (B) de surface de réponse de I’effet

d’interaction X2-Xza X1 moyen sur le potentiel zéta
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5.4.3. Optimisation du taux d’efficacité d’encapsulation

Le diagramme de surface de réponse et de contour (Figure 5.13) montre que le taux
d’encapsulation est maximal pour une concentration maximale en surfactant lipophile

(X1) et ceci lorsque la concentration du surfactant hydrophile (X2) prend sa valeur moyenne.
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Figure 5.13 : Diagrammes (A) de contour et (B) de surface de réponse de 1’effet

d’interaction X1-X2a X3 moyen sur EE

D’aprés ces deux graphes (Figure 5.14), il apparait que I’augmentation de la
concentration en Span 80 et celui de la phase aqueuse interne est accompagnée par une
importante augmentation du taux d’encapsulation jusqu’a [’obtention d’un taux
d’encapsulation maximal pour une concentration de 15% de Span 80 et une fraction

volumique de 40% de la phase aqueuse interne.

Taux d'encapsulation

Figure 5. 14 : Diagrammes (A) de contour et (B) de surface de réponse de I’effet
d’interaction X1-Xza X2 moyen sur EE
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Le diagramme de surface de réponse et de contour (Figure 5.15) montre qu’il existe
une région optimale dans laquelle, le taux d’encapsulation est maximal, cette région se
trouve pour une concentration de Tween 80 fixée a son niveau moyen (3%) et une
concentration de la phase aqueuse interne de 30%. Au-dela de ces deux valeurs,
1’augmentation ou la diminution des deux facteurs est toujours suivie par une diminution du

taux d’encapsulation.

A Taux d'encapsulation

Figure 5.15 : Diagrammes (A) de contour et (B) de surface de réponse de 1’effet

d’interaction X>-Xza X1 moyen sur EE
5.5. Détermination et validation de I’optimum

Le but de cette partie de travail a porté sur la détermination d’une formule optimale
d’une émulsion multiple a 1’échelle de nano dans I’objectif est de contenir et de protéger
I’insuline, préparée par le procédeé de la double émulsion. Donc les critéres de choix d’un

optimum sont :

- Un diametre des globules minimal ;
- Un taux d’efficacité d’encapsulation maximal ;
- Un potentiel z&€ta maximal (> 30 mV en valeur absolue).
En introduisant les valeurs cibles des réponses dans le modeéle, une formulation

optimale sera obtenue pour les variables suivants (Tableau 5.11) :
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Tableau 5.11 : Les valeurs des facteurs de 1I’émulsion multiple

Variable Valeur codée Valeur réelle
X1 : Concentration en Span 80 +1 14.9

(%, m/m) ’

X2 : Concentration en Tween 80 0 34

(%, m/m) ’

Xs : Fraction volumique de la

. +1 39,9
phase aqueuse interne (%, v/v)

Des essais de confirmation ont été réalisés, en utilisant les valeurs cibles (optimales)
obtenues. Les résultats d’analyse de 1’émulsion multiple optimale présentent les propriétés

de réponses les plus importantes et qui sont conformes aux critéres élaborés (Tableau 5.12).

Tableau 5.12 : Les valeurs des réponses mesurées et prédites de I’optimum de 1’émulsion

multiple
Réponse Valeur réelle Valeur prédite
TP 193,7 nm 210,9 nm
PZ -64,58 mV -61,84 mV
EE 91,84% 92,84%

5.6. Etude de ’effet de recouvrement de la double émulsion par PEG 4000

Afin d’étudier 1’effet de recouvrement de 1’émulsion multiple avec du PEG 4000, ce
dernier a été ajouté avec une concentration de 0,17% (m/v) aux essais précédemment réalisés

en accord avec la matrice du plan Box Behnken.

Les résultats illustrant 1’effet du PEG sur les caractéristiques granulometriques,
potentiel zéta et I’efficacité d’encapsulation de I’insuline par ces émulsions préparées sont
représentés dans les histogrammes suivants (Figures 5.16, 5.17, 5.18) en les comparants avec
celles des émulsions préparées sans PEG (Tableau 5.4).

D’aprés les résultats obtenus, il apparait que le recouvrement de la surface de
I’émulsion multiple avec le PEG 4000 conduit & une augmentation de la taille des particules,
ainsi qu’une diminution du potentiel z&ta, tout en contribuant & une amélioration du taux

d’encapsulation pour tous les essais.
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Figure 5.16 : Histogramme illustrant I’effet de recouvrement d’EM par du PEG sur TP
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Figure 5.17 : Histogramme illustrant 1’effet de recouvrement d’EM par du PEG sur PZ
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Figure 5.18 : Histogramme illustrant I’effet de recouvrement d’EM par du PEG sur EE

5.7. Etude rhéologique

Il a été constaté dans le chapitre Il que les EMs pouvaient étre stabilisées par des
additifs polymeres. L’étude de la viscosité des émulsions en présence d’additif polymere
permet de déterminer si I’augmentation de stabilité est due a une augmentation de viscosité
de la phase continue ou une stabilisation de I’interface, ou les deux en méme temps. La
Figure 5.19 montre la variation de la viscosité des EMs préparées dans les conditions

optimales en fonction du taux de cisaillement.

Les résultats de I’étude du comportement rhéologique en régime d’écoulement
permanent des EMs testées montrent que la viscosité des différentes formulations augmente
avec ’augmentation de la concentration en chitosane de 0,05 a 0,07%. D’autre part,
I’émulsion contenant le PEG 4000 (EM1) présente des viscosités newtoniennes plus
élevées. Ceci est prévisible, car la viscosité des émulsions multiples E/H/E suite en générale
la viscosité de la phase aqueuse externe qui est en fonction de la concentration en
polysaccharide. Le polysaccharide (chitosane) et le PEG 4000 générent un réseau
d’épaississement étendu, qui induit une viscosité élevée a faible taux de cisaillement, ce qui

ralentit le mouvement des gouttelettes (Balcaen et al., 2016).

D’autre part, il a été constaté que la viscosité apparente pour les différentes émulsions
diminue en fonction de la vitesse de cisaillement donc se sont de type fluide non newtonien
d’un comportement rhéofluidifiants (Abu-Jdayil et Fara, 2013) .
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Figure 5.19 : Evolution de la viscosité des EMs en fonction du taux de cisaillement :
EM1 — émulsion recouverte avec du chitosane et PEG ; EM2 — émulsion recouverte avec

du chitosane 0,07% ; EM3 — émulsion recouverte avec du chitosane 0,05%

5.8. Conclusion

Un procédé d’encapsulation par double émulsion a été mis au point. L’objectif
principal de cette partie de travail est I’optimisation des paramétres de la formulation d’une
émulsion multiple stable de type E/H/E en vue de I’encapsulation de I’insuline. La
méthodologie des plans d’expériences a été appliquée. Dans un premier lieu, une étude de
criblage a été effectué, ce qui a permis d’évaluer I’influence des facteurs étudiés a savoir la
concentration en surfactant dans la premiere émulsion et la concentration en surfactant
hydrophile dans la deuxiéme émulsion, ainsi la fraction volumique de la phase aqueuse
interne sur les caractéristiques des particules obtenues. L’étude d’optimisation par le plan

d’expériences a permis de trouver le modele mathématique adéquat de la modélisation.

La formule optimisée de I’émulsion multiple de type E/H/E est caractérisée par une
faible taille des particules (193,7 nm) avec une charge en surface élevé (-64,58) et un taux

d’encapsulation élevé (91,84%) correspond & une concentration en Span 80 de 15%, une
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concentration en Tween 80 de 3% et une fraction volumique de la phase aqueuse interne de
40%.

A I’optique de tous les résultats obtenus, il est a conclure que le modéle polynomial
quadratique obtenu pour les trois réponses étudiées semble étre un bon modéle expliquant

bien et prédisant le procédé de la double encapsulation par émulsion multiple.
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CHAPITRE VI : SUIVI ET CARACTERISATION DES
NANOPARTICULES D’INSULINE OPTIMISEES

6.1. Introduction

Ce dernier chapitre porte sur I’étude comparative des différents systémes précédemment
obtenus et caractérisés. Les nanoparticules ont été obtenues par deux méthodes d’encapsulation,
notamment la gélation ionotropique et la double émulsion. |l est évident de noter que les
propriétés des vecteurs formulés peuvent avoir un impact important sur les propriétés de
piégeage du principe actif dans les nanoparticules furtives et également sur la cinétique de
libération de ce principe actif (Abdelkader et al., 2018a; Sanusi et al., 2021). En effet,
I’importance de 1’étude de I’effet du recouvrement des nanoparticules par un polymeére
hydrophile (PEG 4000) sur les propriétés thermiques et structurelles, ainsi 1’étude de libération

in vitro a été soulignée dans I’objectif de ce chapitre.
6.2. Caractérisation de I’optimum

Différentes dispersions ont été réalisées par les deux techniques d’encapsulation
étudiées précédemment, en appliquant les conditions optimales théoriques des plans
d’expériences pour chaque technique. Ces formulations ont été caractérisées par microscopie
optique, une mesure de taille par diffusion de lumiére, une mesure de charge de surface
(potentiel zéta) et par une détermination de leur efficacité d’encapsulation, c’est-a-dire la

quantité d’insuline contenue dans ces systémes nanodispersés.
6.2.1. Observation morphologique

La morphologie des nanoparticules obtenues a été examinée par un microscope optique
avec des puissances de grossissement variées. Une goutte de différentes dispersions fraichement

préparées a été versée sur une lame et scellée avec un verre de couverture.

Les observations microscopiques des différentes formulations préparées par gélation
ionotropique, dans les conditions optimales révelent une forme sphérique avec une distribution

de taille homogene (Figures 6.1).

Concernant les dispersions préparées par double émulsion (EMs), ces derniéres étaient
de couleur blanche et présentaient un aspect homogene et crémeux, observées au microscope
optique, les différentes EMs obtenues montraient clairement des globules huileux remplis de

nombreuses gouttelettes aqueuses de taille homogeéne (Figure 6.2).
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25 ym

Figure 6.1 : Observations en microscopie optique des nanoparticules obtenues par gélation
ionotropique (A :NPs sans insuline, B :NPs NF et C :NPsF)

Figure 6.2 : Observations en microscopie optique des émulsions multiples (A : EM, B : EM
d’insuline, C : EM recouverte avec le chitosane et D : EM recouverte de chitosane et PEG)

o Sens de I’émulsion

Deux méthodes ont été utilisées pour déterminer le type des émulsions formulées : la

mesure de la conductivité électrique et la méthode par dilution.

Les résultats de mesure de la conductivité électrique montrent que la conductivité de toutes les
émulsions formulées est élevée (mS/cm) ce qui induit que la phase continue est une phase

agueuse.
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Pour la méthode de dilution, une quantité¢ de I’émulsion préparée a été introduite dans
un tube a essai contenant de 1’eau. Aprés un certain temps, une dispersion facile de I’émulsion
dans I’eau a été constatée, ce qui confirme que la phase continue est aqueuse, ce test est réalisé

pour toutes les formulations.
6.2.2. Caractérisation granulométrique, du potentiel zéta et taux d’encapsulation

Le tableau 6.1 résume les résultats obtenus lors de la caractérisation des différentes
formulations étudiées. D’apres les résultats obtenus, il est a noter que le recouvrement de la
surface des nanoparticules préparées par les deux techniques étudiées avec du PEG 4000,
conduit a une augmentation de la taille des particules ainsi qu’une diminution du potentiel z€éta,
tout en contribuant a une amélioration du taux d’encapsulation, que ce soit le procédé

d’encapsulation.

Tableau 6.1 : Caractéristiques des nanoparticules d’insuline furtives et non furtives

Formulation Taille (nm) PZ (mV) EE (%)
NPs-GI-NF 187+6,84 -37+0,26 81+3,21
NPs-GI-F 145+4,48 -3040,31 85+2,21
EM-NF 193,3+4,48 -61,5+0,18 91,6+3,28
EM-F 200,1+5,58 -44,2+0,16 94,3+2,1

6.3. Caractérisation thermique et structurale

Les dispersions furtives préparées par les deux techniques d’encapsulation dans les
conditions optimales sont finalement lyophilisées a 1’aide d’un lyophilisateur de type Heto®
DW 8 de Heto—Holten (Allergd, Danemark) en vue de récupérer et de caractériser les particules

directement sous forme séche, par analyse thermique et spectroscopique FTIR.
6.3.1. Analyse thermogravimeétrique (ATG)

Afin de connaitre le comportement en température de I’insuline pure et encapsulée dans
les nanoparticules furtives (température de dégradation, température de désorption d’eau, et
stabilité thermique), une analyse thermogravimétrique (ATG) a été conduite pour mesurer le
courant ascendant de leur perte de poids dans I’intervalle de température de 20 ° a 550 °C
(Figure 6.3).
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Figure 6.3 : Analyse thermogravimétrique (ATG) de I’insuline a 1’état pur et nanodispersé

(essai optimal)

La courbe de dégradation de I’insuline pure et les nanoparticules furtives (NPf-GI et
NPf-EM) encapsulant 1’insuline présente deux principales étapes de la perte en masse. Pour
I’insuline, le premier stade est observé autour de 100 °C et qui est liée a la déshydratation du
matériau. La deuxieme étape de la perte de poids se produit dans la plage de température allant
de 218 a 382 °C, cela est associé a la dégradation du squelette de I’insuline qui est a une

température de 311 °C.

Néanmoins, on constate que cette perte de masse débute Iégerement plus tét pour les
particules formulées par Gl (Tpic a 257°C) par rapport aux autres particules formulées par EM
(Tpic a 311°C). Une explication possible de cette différence de dégradation pourrait étre la

présence des composants lipophiles (Span 80 et tween 80) des EMs.

Entre 25 et 131 °C, toutes les nanoparticules (NPf-GI et NPf-EM) présentent une
premiére perte de masse comprise entre 7 et 10% environ, qui est liée a la déshydratation du
matériau : la présence des groupements — OH et amines sur les chaines de chitosane, ainsi de
PEG permettent la fixation de molécules d’eau avec des liaisons fortes et moins fortes
respectivement, ce qui explique le début de la déshydratation pour des températures inférieures
a 100 °C reférences. L’effondrement de la structure due a la décomposition de la partie
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organique ne se produit qu’au-dela de 258 °C. En effet, I’analyse thermogravimétrique
(Figure 6.3) a montré une stabilité du principe actif encapsulée au sein des nanoparticules

furtives formulées dans les conditions optimales de chaque technique étudiee.
6.3.2. Propriétés thermiques par analyse enthalpique différentielle (DSC)

La calorimétrie différentielle a balayage (Differential Scanning Calorimetry, DSC)
a été utilisée pour étudier ’effet de 1’état colloidal des systémes dispersés obtenus via les deux
techniques d’encapsulation utilisées sur le profil thermique de I’insuline a 1’état pure et
nanodispersé. Cette technique a permis également de mettre en évidence des modifications
possibles du thermogramme de I’insuline apreés son encapsulation dans les nanoparticules
furtives a base d’alginate et de chitosane. La Figure 6.4 présente les thermogrammes de
I’insuline a 1I’état pure et nanodispersé dans les nanoparticules furtives préparées par les deux

techniques d’encapsulation étudiées (GI, EM).
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Figure 6.4 : Thermogrammes de I’insuline pure et encapsulée dans les nanoparticules

furtives (essais optimaux)
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Le thermogramme de 1’insuline cristalline montre deux pics endothermiques a 75,1 °C
et 211,6 °C et un petit pic exothermique a 259,4 °C. Ce type de thermogramme de 1’insuline
humaine est en accord avec d’autres rapportés dans la littérature (Mohammadpour et al., 2019).

La séquence endothermique suivie d’un pic exothermique pourrait étre corrélée a la
dénaturation de cette protéine suivie d’une agrégation (Sarmento, Veiga, Ferreira, 2006). En
effet, il est possible que I’insuline une fois dénaturée puisse exposer des sites d’interaction
capables de produire des liaisons insuline-insuline et par conséquent, favoriser la formation
d’agrégats peptidiques (Gatti et al., 2018 ; Gibson et Murphy, 2006).

Les deux pics endothermiques associés a 1’insuline sont devenus indistincts et se sont

transformés en un seul pic aprés piégeage d’insuline dans les nanoparticules furtives.
I1 est évident de noter que les nanoparticules préparées par les deux techniques d’encapsulation
présentent un déplacement du pic endothermique a une température plus élevée (~ 76,7 °C) et
(~ 86,89 °C) pour les nanoparticules furtives préparées par gelation ionotropique (NPsf-GI) et
les NPsf-EM, respectivement.

Egalement un déplacement et un élargissement du pic exothermique vers des
températures plus élevées ~ 278,37 °C et 278,78 °C a été observé pour les NPsf-GI et NPsf-
EM, respectivement. Ceci peut étre expliqué par une interaction entre 1’insuline et la matrice
polymeérique utilisée.

Ces résultats suggerent que I’insuline a été encapsulée au sein des nanoparticules

furtives quelque ce soit la technique d’encapsulation utilisée.

6.3.3. Analyse par spectrométrie FTIR

L’insuline pure, les polymeéres utilisés pris séparément et les nanoparticules furtives des
essais optimaux, préparés par les deux techniques étudiés ont été analysés par spectroscopie

infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) a température ambiante (Figures 6.5 et 6.6).
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Figure 6.5 : Spectres FTIR des polyméres utilises.

En ce qui concerne 1’alginate de sodium, les bandes caractéristiques d’absorption a
1610 et 1414 cm™ représentent respectivement les vibrations d’élongation asymétriques et
symétriques des anions carboxylate (Hadiya et al., 2021; Sarmento et al., 2006a). La large bande
a 3318 cm™ est attribuée a I’élongation des groupements hydroxyles présents dans le squelette
de I’alginate de sodium et a la liaison hydrogéne (OH, —H), tandis que la bande a 2928 cm™ est
affecté a I’¢longation — CH: (Derkach et al., 2019).

Le spectre infrarouge du chitosane fait apparaitre la bande d’absorption a 3328 cm™
attribuée aux vibrations d’élongation des — NH, et —OH. Le pic 22917 cm™ est d0 aux vibrations
d’¢longation de la liaison C—H aliphatique. 1l apparait également sur le spectre deux pics
d’absorption d’intensité moyenne a 1653 cm™ et 1556 cm™ qui correspondent & 1’élongation de
la double liaison C=0 des amides et a la déformation angulaire (cisaillement) de la liaison N-

H des amines, respectivement(Xu et al., 2019).
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Selon (Mohammadpour et al., 2019 ; Serrero et al., 2010), ces pics a 1653 et 1556 cm™
sont les plus caractéristiques du chitosane. Ils sont aussi attribués aux vibrations de déformation
NHsz*. Les deux absorptions autour 1153 cm™ et 1081 cm™ correspondent a la vibration
d’¢élongation des groupements latéraux et a la bande glucosidique C—O—C du chitosane (Hadiya
et al., 2021 ; Maity et al., 2017).

Le spectre FTIR du PEG 4000 présente la bande d’absorption caractéristique a 1543 cm”
! attribuées aux vibrations de cisaillement des —CH.. Une large bande a 2888 cm™, est
attribuée a la chaine alkyle (CH) du polymére; les bandes a 1357 et 1342 cm™ sont dues
respectivement aux vibrations de flexion C—H. Les bandes d’absorption de 1280 41147 cm et
1095 cm™ représentent respectivement les vibrations d’élongation asymétriques et symétriques
des C-O-C de la liaison éther alcoolique O—H et C-O-C, tandis que la large bande a 3393 cm"
! est attribuée a 1’élongation des groupements hydroxyles (Ahmad et al., 2011).

Le graphique des spectres FTIR de I’insuline pure et des nanoparticules furtives

préparées par les deux techniques d’encapsulation étudiées (Figure 6.6) montre :

- Pour I’insuline ; les bandes d’absorptions caractéristiques se présentent a 1656
cm et 1547 cm™ correspondants aux vibrations des liaisons amide | et amide I
(Hadiya et al., 2021; Sarmento et al., 2006a).

- Le spectre FTIR des nanoparticules furtives (NPf-GI, NPf-EM) montre des
changements dans 1’emplacement de certaines bandes d’absorption, et
I’apparition ou la disparition de nouveaux pics en comparaison a 1’alginate ou

au chitosane et PEG seuls.
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Figure 6.6 : Spectres FTIR de I’insuline pure (C) et des nanoparticules furtives encapsulant
I’insuline, préparé par EM (A : Npf-EM) et GI (B : NPf-Gl)

Des nouvelles bandes apparaissent en raison de la présence de PEG, comme les bandes
autour de 2887, 1376 et 1263 cm™ pour les NPsf-Gl. Les bandes autour de 2885, 1372 et
1298 cm ! pour les NPsF-EM correspondant respectivement aux vibrations d’étirement C—H,
a laflexion C—H et a I’étirement C—O vibration. Toutes ces bandes sont décalées de leur position
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d’origine dans le PEG, présentant une liaison hydrogene nature et confirmant I’interaction du
PEG avec la surface des nanoparticules que ce soit le procédé d’encapsulation utilisé (Ledn et

al., 2017).

D’autre part, les changements observés dans la bande d’absorption d’OH peuvent étre
supposés comme une interaction possible qui se produirait entre les groupes OH des
nanoparticules et OH du PEG, ainsi qu’entre les groupes OH et le carboxyle de 1’alginate ou

les groupes amines du chitosane (Andreani et al., 2014¢ ; Zhang et al., 2008).

Enfin, une bande indicative de I’amide I 2 1558 cm ™ a été observée pour les NPsf-Gl et
les NPsF-EM. D’autre part, une bande indicative de 1’amide 1l a été distinguée a 1658 cm™* et
1651 cm™* pour les NPsf-Gl et NPsF-EM, respectivement. Ceci, se caractérise par la présence
de contenu hélicoidal, notamment I’insuline. Ainsi I’apparition de ces deux bandes
caractéristiques de la protéine (amide | et amide II) dans le spectre de ces nanodispersions
formulées par GI et EM est dus au fait que le monomeére d’insuline contient six résidus capables
d’attacher la charge positive et dix capables d’attacher une charge négative, ces propriétés lui
conférent la possibilité d’étre encapsulé par la matrice Alginate/Chitosane (Sarmento et al.,
2006a). Ces resultats suggerent une interaction efficace entre le PEG et les polyméres

polysaccharidiques.

6.4. Etude de libération de I’insuline en milieux simulés

Les nanoparticules furtives et non furtives obtenues par les deux techniques
d’encapsulation utilisées ont été étudiées in vitro. Leurs comportements en milieu gastrique
simulé (tampon pH 1,2) et intestinal simulé (tampon phosphate a pH 6,8 et pH 7,4) et leur
capacité de relargage de I’insuline ont été¢ étudiés dans ces conditions physiologiques simulées

durant 2h, 6h et 24h,respectivement, selon le temps de transit dans le tractus gastro-intestinal.

D’aprés les profils de dissolution (Figures 6.7 aux 6.12), il est a noter que la libération
in vitro de I’insuline a partir de nanoparticules furtives et non furtives présente dans tous les
cas, un profil caractérisé par une libération initiale importante, suivie d’une libération plus ou
moins progressive, mais incompléte atteignant un plateau en fin d’expérimentation. Cette
libération initiale rapide est expliquée par la libération facile de I’insuline potentiellement
adsorbée en surface des nanoparticules. Des résultats similaires ont montré la présence d’un

«burst release », immédiatement aprés mise en contact des nanoparticules avec le milieu
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Egalement, dans le milieu gastrique simulé (pH 1,2), tous les profils de libération
présentent la méme allure, une faible cinétique et un faible taux de libération de I’insuline (taux
de libération < 40%). En effet, seulement 33% et 27% du principe actif encapsulé sont libérés,
respectivement a partir des nanoparticules non furtives et furtives préparées par gélation
ionotropique, alors qu’au bout de 2 h, 22,7 % et 12,1% du principe actif encapsulé sont libérés,
respectivement a partir des nanoparticules non furtives et furtives préparées par double
émulsion (Figures 6.7 et 6.8).

La faible quantité¢ d’insuline libérée dans tous les essais pourrait étre expliquée par le
rétrécissement des nanoparticules a base d’alginate/chitosane et celles a base d’alginate /
chitosane / PEG dans le milieu acide, permettant un arrangement moléculaire plus compact. En

conséquence, une bonne protection de 1’insuline du pH acide gastrique(Maity et al., 2017).
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Figure 6.7 : Profil de dissolution des nanoparticules furtives (NPf-Gl) et non furtives (NPnf-
GI) préparées par Gl a pH 1,2
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Figure 6.8 : Profil de dissolution de I’émulsion multiple a pH 1,2 : Nanoparticules furtives
(NPf-EM), Nanoparticules non furtives (NPnf-EM) et EM sans chitosane

De plus, & pH 1,2, il apparait que le taux de libération de I’insuline a partir des nanoparticules
non furtives est plus élevé (33%, 22.7%) par rapport aux nanoparticules furtives (27% ; 12,1%).
Ceci confirme que le recouvrement des nanoparticules avec du PEG 4000 provoque une
diminution du taux de libération de 1’insuline dans le milieu acide, cela est da a I’augmentation
de D’épaisseur de la couche d’enrobage polymérique qui empéche la diffusion facile de

I’insuline. Cette observation est en accord avec les résultats obtenus par (Sorasitthiyanukarn et
al., 2020).

D’autre part, dans le milieu intestinal simulé (pH 6,8), tous les profils de libération
présentent un taux de libération de I’insuline élevé par rapport au milieu acide avec une
cinétique de libération lente, et avec des profils de libération différents (Figures 6.9 et 6.10). En
outre, il est évident de noter que la libération de I’insuline & partir des nanoparticules soit,
furtives et non furtives est incompléete. Au pH 6,8, 1’acide alginique a été converti en un sel
soluble d’alginate de sodium. En revanche, il ne s’est pas produit de libération rapide ou
complete d’insuline, ceci est dii principalement au fait que le chitosane dans les nanoparticules
était insoluble dans des conditions faiblement alcalines qui fournissaient une barriere physique
supplémentaire (Mohammad et al., 2019 ; Wong et al., 2020 ; Zohri et al., 2020).
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Figure 6.9 : Profil de dissolution des nanoparticules furtives (NPf-GI) et non furtives (NPnf-
GI) préparees par Gl a pH 6,8
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Figure 6.10 : Profil de dissolution de 1’émulsion multiple a pH 6,8 : Nanoparticules furtives
(NPf-EM), Nanoparticules non furtives (NPnf-EM) et EM sans chitosane
Egalement, en comparant les profils de dissolution dans le milieu intestinal simulé
(pH 6,8), il a été constaté aussi que le taux de libération de I’insuline a partir des NPs non
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furtives et furtives préparées par double émulsion est plus faible (47,7% ; 39,9%) par rapport
aux essais préparés par Gl (50,42% ; 64,45%) respectivement. Ceci peut étre da a la différence
d’efficacité d’encapsulation étant donné que les NPs furtives préparés par double émulsion ont
montré le plus haut taux d’efficacité d’encapsulation de I’insuline (Tableau 6.1), ainsi de la
différence de la taille entre les différentes formules, des résultats antérieurs ont rapporté que
ces propriétés semblent étre un parametre clé dans la modification de la cinétique de libération

de I’insuline (Bakhaidar et al., 2019 ; Bohrey et al., 2016).

D’autre part, il est judicieux de déduire que ces nanoparticules, de par leur technique

d’obtention (double émulsion), présentent la présence de 1’huile, deux tensioactifs non ioniques

plus difficilement dégradables, peut engendrer une barriére contre la libération de I’insuline ce
qui veut dire que I’insuline au sein des globule de I’EM était difficile a diffuser a travers les
pores, en conséquence le taux de libération a été significativement réduit.(Sarheed et al., 2021 ;

Wen et al., 2017).

A pH 7,4, une importante libération et une libération totale ont été observées pour les
différentes formulations (Figures 6.11 et 6.12). Ceci peut é&tre expliqué par
la solubilisation compléte du chitosane dans le milieu de libération a ce pH. Cependant, a
pH 6,8, quelques portions du groupe amine primaire du chitosane peuvent encore étre protonées
et conservées leur charge positive, attirant ainsi I’insuline chargée négativement et ralentissant
sa libération (Venkata Siddhartha et al., 2014b).
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Figure 6.11 : Profil de dissolution des nanoparticules furtives (NPf-GI) et non furtives (NPnf-
GI) préparées par GlapH 7,4

122



100

D N 0 O
© O O o
I I I I

—e— EM sans chitosane

Taux de Iébiration (%)
(%2
o

40 -
30 f - & - NPnf-EM
—o— NPf-EM
20
10
0 T T T T T T
0 4 8 12 16 20 24
Temps (h)

Figure 6.12 Profil de dissolution des nanoparticules preparées par émulsion multiple a
pH 7,4 : EM sans chitosane ; des nanoparticules furtives (NPf-EM); des nanoparticules non
furtives (NPnf-EM)

6.5. Modélisation de la cinétique de libération du principe actif

Afin d’¢lucider les mécanismes controlant la libération de 1’insuline a partir des
formulations réalisées, les résultats quantitatifs de libération du principe actif obtenus dans les
les conditions simulant I’intestin gréle (tampon phosphate pH6,8 et pH7,4) sont simulés sous
forme mathématique. Les différentes équations mathématiques relatives aux modeéles suscités

sont représentées dans le tableau 6.2.
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Tableau 6.2 : Parameétres de la modélisation du profil de dissolution (Abdelkader et

al., 2018a ; Siepmann et Peppas, 2012)

Modeles Equation Paramétres
caractéristiques
Modele de cinétique de M, Ko : Constante de vitesse
libération d’ordre zéro M, Qo + Kot Qo : la masse du PA dans le
vehicule a temps zéro
Modéle de cinétique de Ln[l _ &]: kat K;: Constante de vitesse
libération de premier ordre Moo
Modele d’Higuchi M 0.5 Kj: Constante de vitesse
M_oo = Kht
Modéle d’Higuchi modifié Me _ o Kp : Constante incorporant
ou loi puissance M, °F les propriétés
(Korsmeyer-Peppas) macromoléculaires des
systemes polymériques et
celles du médicament.
Modele de Peppas-Sahlin k1 : Constante liée a la
Qi =kat ™ + kot 2M cinétique Fickienne
ko : Constante liée a la
cinétique de relaxation du
Cas Il,
m: is the diffusional
exponent
Modéle de Weibull M _ 1 _ p-a® a : facteur de temps.
Me, B : Paramétre de qualité
permettant de modéliser
1I’évolution

ou :
Q: Fraction du médicament dégagé a un temps t.
Mt : La quantité du principe actif libérée au temps t (%).
Moo : La quantité totale du principe actif dans le véhicule.
t : Le temps du prélévement
n : La valeur numérique de «n», I’exposant de libération, est utilisée afin de caractériser les
différents mécanismes de libération. Pour les sphéres, généralement si :
- 043 <n<0.85; généralement la dissolution de la matrice polymérique due a la
relaxation de la chaine de polymeére et le transport anormal (non Fickien) ;
- n<0.45; indique une diffusion Fickienne ;
- Pour n>0.85; le mécanisme est relié a une diffusion couplée a une érosion ou a des
phénomenes d’hydratation et gonflement de matrices polymériques(George et al.,
2020).
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Chaque modele est appliqué a I’ensemble des résultats expérimentaux traduisant le
pourcentage cumulé de PA, contenu dans les nanoparticules furtives et non furtives, a I’aide du
logiciel « DDSOLVAR » en utilisant le module «estimation non linéaire ». Le choix du
meilleur modeéle est basé sur la valeur de R?, coefficient de corrélation obtenu par tracage des
résultats expérimentaux selon les équations correspondantes aux modeles étudiés.

Les valeurs obtenues des coefficients de corrélation R? pour tous les modeles, ainsi
que n, exposant caractéristique du modele de Korshmeyer-Peppas sont rassemblés dans le
tableau 6.3.

En analysant les résultats (tableau 6.3), il a été constaté que, pour aucune des
formulations testées, le modéle mathématique d’ordre zéro, de premier ordre et le modele
d’Higuchi ne peuvent étre considérés comme acceptables (R? < 0,90). Le modele qui décrit le
mieux les profils de libération de I’insuline a travers la barriére gastro-résistante furtive et non
furtive dans le plus part des cas est le modele de Peppas-Sahlin (loi de puissance), suivi par les

modeles de Weibull et Korsmeyer-Peppas.

D’autre part, les valeurs de « n » obtenues pour les nanoparticules non furtives préparées par Gl
et EM sont toutes inférieures a 0,45, soit a pH 6,8 ou pH 7,4, ce qui induit que le mécanisme
dans ce cas-la est caractérisé comme quasi-Fickien. En revanche, les valeurs de «n » obtenues
pour les nanoparticules furtives préparées par les deux techniques étudiées (Gl et EM) sont
supérieures a 0,45, soit a pH 6,8 ou pH 7,4, Ceci permet de conclure que leurs profils de
dissolution se convergent vers un mécanisme de libération autre que la diffusion du principe
actif dissous a travers la matrice des nanoparticules furtives. En effet, le mécanisme de
libération de I’insuline a partir de forme des systémes nanodispersés recouverts avec du PEG
4000 formulés est une combinaison de diffusion et d’érosion de la matrice polymérique. La
dégradation du polymere et 1’érosion de la particule entrainent une libération plus tardive
(Horprasertkij et al., 2019 ; Paul et al., 2013).
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Tableau 6.3 : Paramétres cinétiques des modeles obtenus (pour la désignation des parametres voir Tableau 6.2)
Modéle Parametres pH=6.8 pH=7.4
du modele NP.NF-GI NP.F-GI  NP.NF-EM NP.F-EM | NP.NF-GI | NP.F-GI NP.NF-EM NP.F-EM
D’ordre zéro  R?ajusté 0.060 0.650 0.853 0.817 -1.009 -1.195 -0.359 0.229
K 0.168 0.143 0.139 0.112 5.139 4.682 5.158 4.328
1*"ordre R2 ajusté 0.514 0.832 0.880 0.845 0.416 0.280 0.767 0.838
K 0.003 0.002 0.002 0.001 0.281 0.228 0.274 0.142
Higuchi R? ajusté 0.931 0.983 0.950 0.952 0.436 0.354 0.7046 0.881
K 3.141 2.692 2.203 1.781 23.961 22.035 23.827 19.240
Korsmeyer- R2 ajusté 0.992 0.984 0.952 0.950 0.9915 0.993 0.956 0.934
Peppas K 5.852 3.274 1524 1.467 47.206 44.519 40.861 26.597
n 0.385 0.465 0.569 0.537 0.199 0.187 0.267 0.363
Peppas-Sahlin  R?ajusté 0.991 0.982 0.957 0.953 0.983 0.984 0.9359 0.9265
K1 6.307 2.761 1.845 1.716 32.824 30.311 45831 26.711
Kz 0.421 -0.018 0.131 0.121 14.220 14.079 -5.566 -2.230
m 0.313 0.521 0.431 0.513 0.149 0.539 0.380 0.541
Weibull R? ajusté 0.988 0.987 0.954 0.939 0.962 0.975 0.9632 0.948
a 36.482 82.285 7778.731 708.228 | 1.517 1.662 1.917 3.432
B 0.577 0.687 1.391 0.963 0.312 0.282 0.457 0.551
Ti -13.149 -16.146  -89.459 -40.100 0.000 0.000 0.004 0.021
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6.6. Suivi de la stabilité de la formulation optimale

Les nanoparticules furtives des essais optimaux obtenues par le biais des deux
procédés d’encapsulation étudiés ont été conservées a 4 °C+2 °C, afin d’évaluer leur stabilité
dans le temps. La stabilitt des différentes dispersions a été suivie
a des intervalles de temps réguliers a travers 1’observation microscopique, les analyses

granulométriques, potentiel zéta et du taux d’efficacité d’encapsulation.

6.6.1. Analyse morphologique

L’observation visuelle des dispersions montre qu’il n’y a pas eu d’agrégation apres
6 semaines de conservation. Cette observation visuelle est confirmée par microscopie
optique (Figures 6.13 et 6.14), ainsi que la mesure de la distribution de taille par DLS, du

potentiel zéta et du taux d’encapsulation (Figure 6.15).

Figure 6.13 : Observations en microscopie optique des nanoparticules d’insuline furtives

obtenues par Gl : A — état initial ; B-apres 45 jours de conservation a 4 °C

Figure 6.14 : Observations en microscopie optique des nanoparticules d’insuline non

furtives obtenues par émulsion multiple : A — état initial ; B— apres 45 jours de
conservation a 4 °C
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Figure 6.15 : Observations en microscopie optique des particules d’insuline furtives

obtenues par émulsion multiple : A — état initial ; B— aprés 45 jours de conservation a 4 °C
6.6.2. Suivi granulométrique, du potentiel zéta et taux d’efficacité d’encapsulation

D’apres 1’étude de stabilité, il a été constaté que la formulation optimale conserve le
méme aspect homogene avec une Iégere variation de la taille des particules, du potentiel zéta
et du taux d’efficacité d’encapsulation, quelque ce soit le procédé d’encapsulation utilisé
(Figure 6.12). Ce qui confirme que lorsque les nanoparticules sont conservées a 4 °C, leur
stabilité physique est au moins de 45 jours. Par contre, il a été démontré dans la littérature
que la stabilité des nanoparticules & long terme peut étre améliorée par la lyophilisation
(Eliyahu et al., 2020 ; Fonte et al., 2016).
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6.7. Conclusion

Afin de développer une formulation optimale des nanoparticules furtives encapsulant
I’insuline, en vue d’une administration par voie orale, une étude comparative a été effectuée
entre différentes formulations préparées dans les conditions optimales des différents

procédés d’encapsulation optimisés (Gl, et EM).

L’étude comparative des profils de dissolution a confirmé la protection du principe
actif dans le milieu gastrique (taux de libération < 40%%) et la libération prolongée dans le
milieu intestinal. D’autre part. Les résultats obtenus montrent I’influence de recouvrement
de la surface des dispersions formulées par le PEG 4000 sur la modification des profils de
dissolution, traduite par la diminution du taux de libération de I’insuline a travers les NPs-
furtives par rapport aux NPs non furtives, et ce dans le milieu gastrique simulé de 33% a
27% pour NP-GI, de 22,7% a 12,1% pour NP-EM avec une libération tardive dans le milieu
intestinal simulé provoquée par le ralentissement de la diffusion de I’insuline vers le milieu

environnant.

La double encapsulation par émulsification (EM) a montré un grand potentiel dans
le développement des nanoparticules furtives, contenant également le plus haut taux
d’encapsulation de I’insuline, le plus faible taux de libération dans le milieu gastrique simulé
et le profil de libération le plus lent dans le milieu intestinal simulé.

Les résultats d’analyse thermique (ATG et DSC) obtenus ont montré une corrélation
intéressante avec les résultats obtenus par FTIR. En effet, les nanoparticules preparées ont
permis ainsi de montrer la conservation de la structure du principe actif apres son
encapsulation, en déduisant une interaction efficace entre le PEG et le complexe
polysaccharidique, tout en améliorant le taux d’encapsulation de I’insuline. Ainsi, I’étude de
stabilité a montré que les différents systemes mis au point se caractérisent par une grande

stabilité dans le temps, de 45 jours.
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CONCLUSION GENERALE

Face aux contraintes liées a 1’administration de I’insuline par voie orale,
I’encapsulation de cette protéine dans un vecteur polymérique gastro-résistant devient de
plus en plus promoteurs. Dans cet axe, I’objectif de ce travail de thése était de préparer des
nanoparticules furtives susceptibles de protéger I’insuline et contrdler son profil de
libération, en vue de son administration par voie orale. Notre hypothése était d’utiliser une
matrice polymérique naturelle (alginate/chitosane) et d’intégrer le PEG 4000 a la surface des
particules comme agent de furtivité. Ce dernier peut se fixer de facon électrostatique a la
surface des nanoparticules polymériques et ainsi former une barriére stérique hydrophile
capable de limiter la fixation des opsonines et donc la dégradation des nanoparticules et de
leur principe actif.

Afin de s’affranchir de I’utilisation de solvants et d’additifs, le choix s’est porté sur
deux techniques d’encapsulation permettant la formation des nanoparticules, dans des
conditions aqueuses douces, non dénaturantes pour les principes actifs protéiques comme

I’insuline a savoir : la gélation ionotropique et la double émulsion.

Dans le but de développer les conditions optimales de formation des nanoparticules
caractérisées par une taille minimale avec une charge de surface maximale et une efficacité
d’encapsulation maximale, la méthodologie des plans d’expériences a été optée. Dans un
premier temps, une étude de criblage a été effectuée conduisant a 1’évaluation de I’influence
des facteurs étudiés sur les caractéristiques des particules obtenus via les deux techniques
d’encapsulation. Aprés, une étude d’optimisation par la méthodologie de la surface de
réponse en accord avec le plan de Box-Behnken, a permet a déterminer le modéle
mathématique adéquat de la modélisation de la formulation des nanoparticules furtives par
les deux procédés d’encapsulation. Dans chaque technique utilisée, les différents modéles

obtenus sont significatifs avec une valeur de p < 0,05 et R? > 90% pour les trois réponses.

La technique de la gélation ionotropique utilisée a permis la formation de
nanoparticules de diametre moyen avoisinant les 145 nm, présentant une charge de surface
négative (-30 mV) et contenant une quantité d’insuline équivalente a 85% de la quantité
initialement introduite. Cette formulation optimale a été obtenue en utilisant une vitesse
d’agitation de 1636,36 rpm durant 45 min d’homogénéisation et avec une concentration €n

PEG 4000 de 0.17% m/V.
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Concernant les nanoparticules obtenues par double émulsion, deux types de
tensioactifs non ioniques Span 80 et Tween 80 ont été utilisés. Leur formulation optimale a
été observée pour une fraction volumique de la phase aqueuse interne de 40%, une
concentration de Span 80 de 15% et une concentration de Tween 80 de 3%, conduisant a une
taille des particules de 193.3 nm avec une charge de surface fortement négative (-44.2mV)

et une efficacité d’encapsulation supérieure de 94 %.

Une étude comparative des profils de dissolution a permis 1’évaluation des formulations
optimales des deux procédés de fabrication des nanoparticules utilisées. En effet, 1’¢tude de
la cinétique de libération in vitro de I’insuline, a confirmé la protection du principe actif dans
le milieu gastrique simulé (taux de libération < 40%) et la libération prolongée dans le milieu
intestinal simulé. En plus, le procédé de 1’encapsulation de 1’insuline par double émulsion a
montré un grand potentiel dans le développement des nanoparticules furtives, contenant le
plus haut taux d’encapsulation de I’insuline, le plus faible taux de libération dans le milieu
gastrique simulé (12.1%) et le plus lent dans le milieu intestinal simulé(47.7%) au bout de 6

heures, comparativement a la gélation ionotropique.

D’autre part, le caractére de furtivité a été mis en évidence par le ralentissement de
la cinétique de libération de I’insuline in vitro des formulations de nanoparticules furtives,

comparativement a des nanoparticules simples (non furtives).

Ces nanoparticules ont montré une excellente stabilité dans le temps (45 jours a 4 °C) en
terme de taille et de charge de surface, et elles ne libeérent pas d’insuline dans leur milieu de

complexation.

Les résultats d’analyse thermique (ATG et DSC) ont montré une corrélation
intéressante avec les résultats obtenus par FTIR. En effet, les nanoparticules préparées ont
permis ainsi de montrer la conservation de la structure du principe actif aprés son
encapsulation dans les nanoparticules greffées par un composé hydrophile (PEG), en

déduisant une interaction efficace entre le PEG et le complexe polysaccharidique.

En conclusion, les résultats obtenus permettent de valider le critére d’une formulation
gastro-résistante et furtive via le recouvrement de la surface des particules par du PEG 4000.
Ce qui rend les techniques d’encapsulation par la gélation ionotropique et la double
encapsulation par émulsion multiple des techniques efficaces pour la protection d’insuline

tout en assurant le contréle de sa cinétique de libération.

132



Une étude portant sur la variation d’autres parametres est a envisager notamment des
masses molaires variables des deux polysaccharides, ainsi de PEG afin de concevoir leur
influence sur la complexation et le comportement in vitro des nanoparticules obtenues.
Vu les résultats positifs obtenus, ce travail devrait étre poursuivi, approfondi et complété par
des essais chez 1’animal afin d’ouvrir des horizons a une éventuelle mise au point d’une

formulation médicamenteuse pour la voie orale
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Annexe A : Vocabulaire De Base Des Plans D’expériences

Réponse : La réponse (Y) est la grandeur mesurée a chaque essai ; le plan vise a

déterminer quels facteurs l'influencent ou quelle est son évolution en fonction de ceux- ci.

Facteur : Un facteur (X) est une variable qui peut éventuellement avoir une influence
sur la réponse observée. Il peut étre qualitatif ou quantitatif, continu ou discontinu
(discret). La valeur donnée a un facteur pour réaliser un essai est appelée niveau, le
niveau bas est noté par la variable codée - 1 et le niveau haut par la variable codée
+1. Le domaine de variation du facteur est constitué de toutes les valeurs comprises
entre le niveau bas et le niveau haut.

Matrice d’expériences : Une matrice d’expériences est 1’organisation de I’ensemble
des experiences a réaliser exprimées avec les variables codées. Elle est sous forme
de tableau dans lequel est représenté une succession d’essais (lignes) au sein desquels
on fait varier différents paramétres (colonnes).

Plan d’expérimentation : Le plan d’expérimentation correspond a la traduction de
la matrice d’expériences en variables réelles.

Effet d’un facteur : C’est la variation de la réponse quand le facteur passe du niveau
-1 au niveau +1

Lorsqu'on étudie l'influence d'un facteur, en général, on limite ses variations entre

deux bornes. La borne inférieure est le niveau bas. La borne supérieure est le niveau

haut.
Domaine du facteur
= / _ I Factiur 1
-1 + 1‘\
niveau bas niveau haut

Figure A.1: Le niveau bas du facteur est noté par - 1 et le niveau haut par +1. Le

domaine de variation du facteur est constitué de toutes les valeurs comprises entre

le niveau bas et le niveau haut

Interactions entre facteurs : on parle d'interaction entre deux facteurs Xi et Xj

quand l'effet du facteur Xi sur la réponse va dépendre de la valeur du facteur Xj.
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Test de signification des effets Les calculs suivants permettent de savoir si un effet
principal ou d’interaction est significatif. Le test utilisé est le test de Student dont la

régle est la suivante :

Sit; > tqri(o,v), effet est significatif.

— Si t; < teric(0,v),, effet n’est pas significatif.

N : degré de liberté (v = n-p)

a : risque (le plus souvent 5 (%)

terits - 1a valeur obtenue par la table de Student pour un risque de 5 % et un certain
v

- ti: calculé somme suit ;

i i XD Y
n : nombre d’expériences.
p : nombre de coefficient du modéle.
Y;: Réponse expérimentale.
Y, - Réponse estimée par le modele.
La signification des coefficients est résumée dans un diagramme de Pareto avec un
risque de 5 %.
Validation d modele
La validation du mode¢le est réalisée a 1’aide de 1’analyse de la variance,
couramment
abrégée ANOVA, afin de tester de maniére absolue I’influence des facteurs sur les

variations,de la réponse.
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Tableau 1 : Analyse de la variance

Validation Somme des DDL Carré F
due carrés moyen
a
Liaison | SCEL=Y,(Yps, — | P-1 CML:% FObszgm
Ymoy)
Résidus | SCER=X(Y; — [n-p CMR:Q
Voor)? "
Totale | SCET=SCEL+ |n-1 CMT=3¢EL
SCER -
Avec :

-DDL :degré de liberté.
- SCEL se lit : sommes des carrés des écarts dues a la liaison.
- SCER se lit : somme des carrés des écarts des residus.
- SCET se lit : somme totale des carrés.
- Test de Fisher- SNEDECOR (test F)
Le test F permet de comparer le Fobs calculé avec un Fcrit lu sur la table de
FisherSNEDECOR avec (p-1) et (n-p) degré de liberté.

- Si Fobs lindaritt du modéle.

- Si Fobs

< Ferit : on rejette I’hypothése de

> Ferit : on accepte [I’hypothése de linéarit¢ du modele.

L’analyse de la variance permet de déterminer deux coefficients de détermination R? et R?

(ajusté) pour évaluer la qualité descriptive du modeéle.

2_SCEL

" SCET
CMR
R*(ajusté) =1 — ——
(ajusté) MT

- Plus la valeur du coefficient de détermination est proche de 1 plus les réponses
calculées, par le modeéle sont proches de celles mesurées par 1’expérimentation.
Si le modeéle linéaire est rejeté, il faudrait refaire une étude avec un modele
polynomial

du second degré.
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- Notion de surface de réponse
La représentation géométrique du plan d'expériences et de la réponse nécessite un
espace ayant une dimension de plus que l'espace expérimental. Un plan a deux
facteurs utilise un espace a trois dimensions pour étre représenté : une dimension
pour la réponse, deux dimensions pour les facteurs.

- A chaque point du domaine d'étude correspond une réponse. A l'ensemble de tous
les points du domaine d'étude correspond un ensemble de réponses qui se localisent
sur une surface appelée la surface de réponse (Figure 1).
Le nombre et de l'emplacement des points d'expériences est le probleme
fondamental des plans d'expériences. On cherche a obtenir la meilleure précision
possible sur la surface de réponse tout en limitant le nombre d’expériences.

- Les niveaux xi représentent les coordonnées d'un point expérimental et y est la
valeur de la réponse en ce point. On définit un axe orthogonal a l'espace

expérimental et on l'attribue a la réponse.

Réponse

1
1
1
Facteur ! el s
: v : § sk
T ®p
l o B : ke
] ,’ : ///
A L A
4 O ® -
0 A P B Facteur 1
-1 +1

Figure A.2 : Les réponses associées aux points du domaine d'étude forment la surface de
réponse. Les quelques réponses mesurées aux points du plan d'expériences

permettent de calculer I'équation de la surface de réponses.
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Annexe B : Protocole de préparation de la phase mobile pour la quantification de

P’insuline par HPLC
-62% tampon phosphate (0.1M)
-26% Acétonitrile
-12% Méthanol.

- pH final est ajusté a 3.

- Préparation des milieux de dissolution
- Protocole de préparation de la solution tampon acide pH=1.2
NaCl 35 mmol/L, HCI 80 mmol/L & pH 1,2
- Protocole de préparation de la solution tampon pH=6.8
KH2PO4 50 mmol/L, NaOH 15 mmol/L a pH 6,8
- Protocole de préparation de la solution tampon phosphate saline pH=7.4
¢ 8g NaCl
e 1.429 Na;HPO,
¢ 200 mg KCI
0 240mg KH2PO4
Dissoudre le tout dans 8 ml de I’eau distillée, ajuster le pH a 7.4, puis compléter

jusqu’a 1000 ml avec de I’eau distillée.
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Annexe C : Validation de la méthode de dosage par HPLC-Spécificité
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Figure A.3: Chromatogramme du solvant de la solution standard de I’insuline
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Figure A.4 : Chromatogramme de la solution standard de I’insuline
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Figure A.5: Chromatogramme de la solution essai (Surnageant des nanoparticules
centrifugée
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Figure A.6 : Courbe de distribution de la charge des particules de 1’essai optimal
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Figure A.7 : Spectre de balayage d’absorbance UV-visible de I’insuline standard.

Annexe D : Courbes d’étalonnages
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Figure A.8 Courbe d'étalonnage de I’insuline en milieu acide pH= 1.2 (A=277 nm).
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Figure A.9: Courbe d'étalonnage de I’insuline en milieu Tampon pH= 6.8 (A=277 nm)
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Figure A.10: Courbe d'étalonnage de I’insuline en milieu Tampon pH= 7.4 (A=277 nm)
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Annexe E : Tables de Student et Fisher

Table de Student : Loi de Student avec k degrés de liberté

Quantiles d’ordre 1 —y

k a
0.25 0.20 0.15 0.10 0.05 0.025 | 0.010 | 0.005 | 0.0025 | 0.0010 | 0.0005

1 1.000 | 1.376 | 1.963 | 3.078 | 6.314 | 12.71 | 31.82 | 63.66 | 127.3 318.3 636.6
2 0.816 | 1.061 | 1.386 | 1.886 | 2.920 | 4.303 | 6.965 | 9.925 | 14.09 22.33 31.60
3 0.765 | 0.978 | 1.250 | 1.638 | 2.353 | 3.182 | 4.541 | 5.841 | 7.453 10.21 12.92
4 0.741 | 0.941 | 1.190 | 1.533 | 2.132 | 2.776 | 3.747 | 4.604 | 5.598 7.173 8.610
5 0.727 | 0.920 | 1.156 | 1.476 | 2.015 | 2.571 | 3.365 | 4.032 | 4.773 5.893 6.869
6 0.718 | 0.906 | 1.134 | 1.440 | 1.943 | 2.447 | 3.143 | 3.707 | 4.317 5.208 5.959
7 0.711 | 0.896 | 1.119 | 1.415 | 1.895 | 2.365 | 2.998 | 3.499 | 4.029 4,785 5.408
8 0.706 | 0.889 | 1.108 | 1.397 | 1.860 | 2.306 | 2.896 | 3.355 | 3.833 4,501 5.041
9 0.703 | 0.883 | 1.100 | 1.383 | 1.833 | 2.262 | 2.821 | 3.250 | 3.690 4.297 4,781
10 0.700 | 0.879 | 1.093 | 1.372 | 1.812 | 2.228 | 2.764 | 3.169 | 3.581 4,144 4,587
11 0.697 | 0.876 | 1.088 | 1.363 | 1.796 | 2.201 | 2.718 | 3.106 | 3.497 4.025 4.437
12 0.695 | 0.873 | 1.083 | 1.356 | 1.782 | 2.179 | 2.681 | 3.055 | 3.428 3.930 4.318
13 0.694 | 0.870 | 1.079 | 1.350 | 1.771 | 2.160 | 2.650 | 3.012 | 3.372 3.852 4221
14 0.692 | 0.868 | 1.076 | 1.345 | 1.761 | 2.145 | 2.624 | 2.977 | 3.326 3.787 4.140
15 0.691 | 0.866 | 1.074 | 1.341 | 1.753 | 2.131 | 2.602 | 2.947 | 3.286 3.733 4.073
16 0.690 | 0.865 | 1.071 | 1.337 | 1.746 | 2.120 | 2.583 | 2.921 | 3.252 3.686 4.015
17 0.689 | 0.863 | 1.069 | 1.333 | 1.740 | 2.110 | 2.567 | 2.898 | 3.222 3.646 3.965
18 0.688 | 0.862 | 1.067 | 1.330 | 1.734 | 2.101 | 2.552 | 2.878 | 3.197 3.610 3.922
19 0.688 | 0.861 | 1.066 | 1.328 | 1.729 | 2.093 | 2.539 | 2.861 | 3.174 3.579 3.883
20 0.687 | 0.860 | 1.064 | 1.325 | 1.725 | 2.086 | 2.528 | 2.845 | 3.153 3.552 3.850
21 0.686 | 0.859 | 1.063 | 1.323 | 1.721 | 2.080 | 2.518 | 2.831 | 3.135 3.527 3.819
22 0.686 | 0.858 | 1.061 | 1.321 | 1.717 | 2.074 | 2.508 | 2.819 | 3.119 3.505 3.792
23 0.685 | 0.858 | 1.060 | 1.319 | 1.714 | 2.069 | 2.500 | 2.807 | 3.104 3.485 3.767
24 0.685 | 0.857 | 1.059 | 1.318 | 1.711 | 2.064 | 2.492 | 2.797 | 3.091 3.467 3.745
25 0.684 | 0.856 | 1.058 | 1.316 | 1.708 | 2.060 | 2.485 | 2.787 | 3.078 3.450 3.725
26 0.684 | 0.856 | 1.058 | 1.315 | 1.706 | 2.056 | 2.479 | 2.779 | 3.067 3.435 3.707
27 0.684 | 0.855 | 1.057 | 1.314 | 1.703 | 2.052 | 2.473 | 2.771 | 3.057 3.421 3.690
28 0.683 | 0.855 | 1.056 | 1.313 | 1.701 | 2.048 | 2.467 | 2.763 | 3.047 3.408 3.674
29 0.683 | 0.854 | 1.055 | 1.311 | 1.699 | 2.045 | 2.462 | 2.756 | 3.038 3.396 3.659
30 0.683 | 0.854 | 1.055 | 1.310 | 1.697 | 2.042 | 2.457 | 2.750 | 3.030 3.385 3.646
40 0.681 | 0.851 | 1.050 | 1.303 | 1.684 | 2.021 | 2.423 | 2.704 | 2.971 3.307 3.551
50 0.679 | 0.849 | 1.047 | 1.299 | 1.676 | 2.009 | 2.403 | 2.678 | 2.937 3.261 3.496
60 0.679 | 0.848 | 1.045 | 1.296 | 1.671 | 2.000 | 2.390 | 2.660 | 2.915 3.232 3.460
80 0.678 | 0.846 | 1.043 | 1.292 | 1.664 | 1.990 | 2.374 | 2.639 | 2.887 3.195 3.416
100 0.677 | 0.845 | 1.042 | 1.290 | 1.660 | 1.984 | 2.364 | 2.626 | 2.871 3.174 3.390
120 0.677 | 0.845 | 1.041 | 1.289 | 1.658 | 1.980 | 2.358 | 2.617 | 2.860 3.160 3.373

o 0.674 | 0.842 | 1.036 | 1.282 | 1.645 | 1.960 | 2.326 | 2.576 | 2.807 3.090 3.291
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Table de la loi de Fisher-Snedecor, a = 5%

num | denl 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 161.4476 | 18.5128 | 10.1280 | 7.7086 | 6.6079 | 5.9874 | 5.5914 | 5.3177 | 5.1174 | 4.9646
2 1199.5000 | 19.0000 | 9.5521 | 6.9443 | 5.7861 | 5.1433 | 4.7374 | 4.4590 | 4.2565 | 4.1028
3 | 215.7073 | 19.1643 | 9.2766 | 6.5914 | 5.4095 | 4.7571 | 4.3468 | 4.0662 | 3.8625 | 3.7083
4 | 2245832 | 19.2468 | 9.1172 | 6.3882 | 5.1922 | 4.5337 | 4.1203 | 3.8379 | 3.6331 | 3.4780
5 |230.1619 | 19.2964 | 9.0135 | 6.2561 | 5.0503 | 4.3874 | 3.9715 | 3.6875 | 3.4817 | 3.3258
6 | 233.9860 | 19.3295 | 8.9406 | 6.1631 | 4.9503 | 4.2839 | 3.8660 | 3.5806 | 3.3738 | 3.2172
7 | 236.7684 | 19.3532 | 8.8867 | 6.0942 | 4.8759 | 4.2067 | 3.7870 | 3.5005 | 3.2927 | 3.1355
8 |238.8827 | 19.3710 | 8.8452 | 6.0410 | 4.8183 | 4.1468 | 3.7257 | 3.4381 | 3.2296 | 3.0717
9 | 240.5433 | 19.3848 | 8.8123 | 5.9988 | 4.7725 | 4.0990 | 3.6767 | 3.3881 | 3.1789 | 3.0204
10 | 241.8817 | 19.3959 | 8.7855 | 5.9644 | 4.7351 | 4.0600 | 3.6365 | 3.3472 | 3.1373 | 2.9782
11 | 242.9835 | 19.4050 | 8.7633 | 5.9358 | 4.7040 | 4.0274 | 3.6030 | 3.3130 | 3.1025 | 2.9430
12 | 243.9060 | 19.4125 | 8.7446 | 5.9117 | 4.6777 | 3.9999 | 3.5747 | 3.2839 | 3.0729 | 2.9130
13 | 244.6898 | 19.4189 | 8.7287 | 5.8911 | 4.6552 | 3.9764 | 3.5503 | 3.2590 | 3.0475 | 2.8872
14 | 245.3640 | 19.4244 | 8.7149 | 5.8733 | 4.6358 | 3.9559 | 3.5292 | 3.2374 | 3.0255 | 2.8647
15 | 245.9499 | 19.4291 | 8.7029 | 5.8578 | 4.6188 | 3.9381 | 3.5107 | 3.2184 | 3.0061 | 2.8450
16 | 246.4639 | 19.4333 | 8.6923 | 5.8441 | 4.6038 | 3.9223 | 3.4944 | 3.2016 | 2.9890 | 2.8276
17 | 246.9184 | 19.4370 | 8.6829 | 5.8320 | 4.5904 | 3.9083 | 3.4799 | 3.1867 | 2.9737 | 2.8120
18 | 247.3232 | 19.4402 | 8.6745 | 5.8211 | 4.5785 | 3.8957 | 3.4669 | 3.1733 | 2.9600 | 2.7980
19 | 247.6861 | 19.4431 | 8.6670 | 5.8114 | 4.5678 | 3.8844 | 3.4551 | 3.1613 | 2.9477 | 2.7854
20 | 248.0131 | 19.4458 | 8.6602 | 5.8025 | 4.5581 | 3.8742 | 3.4445 | 3.1503 | 2.9365 | 2.7740
21 | 248.3094 | 19.4481 | 8.6540 | 5.7945 | 45493 | 3.8649 | 3.4349 | 3.1404 | 2.9263 | 2.7636
22 | 248.5791 | 19.4503 | 8.6484 | 5.7872 | 4.5413 | 3.8564 | 3.4260 | 3.1313 | 2.9169 | 2.7541
23 | 248.8256 | 19.4523 | 8.6432 | 5.7805 | 4.5339 | 3.8486 | 3.4179 | 3.1229 | 2.9084 | 2.7453
24 | 249.0518 | 19.4541 | 8.6385 | 5.7744 | 45272 | 3.8415 | 3.4105 | 3.1152 | 2.9005 | 2.7372
25 | 249.2601 | 19.4558 | 8.6341 | 5.7687 | 4.5209 | 3.8348 | 3.4036 | 3.1081 | 2.8932 | 2.7298
26 | 249.4525 | 19.4573 | 8.6301 | 5.7635 | 4.5151 | 3.8287 | 3.3972 | 3.1015 | 2.8864 | 2.7229
27 | 249.6309 | 19.4587 | 8.6263 | 5.7586 | 4.5097 | 3.8230 | 3.3913 | 3.0954 | 2.8801 | 2.7164
28 | 249.7966 | 19.4600 | 8.6229 | 5.7541 | 45047 | 3.8177 | 3.3858 | 3.0897 | 2.8743 | 2.7104
29 | 249.9510 | 19.4613 | 8.6196 | 5.7498 | 4.5001 | 3.8128 | 3.3806 | 3.0844 | 2.8688 | 2.7048
30 | 250.0951 | 19.4624 | 8.6166 | 5.7459 | 4.4957 | 3.8082 | 3.3758 | 3.0794 | 2.8637 | 2.6996
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Annexe F : Modélisation mathématiques des profils de dissolution
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Figure A.11 : Simulation mathématique du profil de dissolution des nanoparticules non
furtives- Gl & pH 6,8 ajusté par les modeéles : de 1" ordre (A), d’ordre zéro (B), de Higuchi
(C), de Korsmeyer-Peppas (D), de Peppas-Sahlin (E) et de Weibull (F)
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Figure A.12 : Simulation mathématique du profil de dissolution des nanoparticules
furtives- Gl a pH 6,8 ajusté par les modéles : de 1'* ordre (A), d’ordre zéro (B), de Higuchi

(C), de Korsmeyer-Peppas (D), de Peppas-Sahlin (E) et de Weibull (F)
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Figure A.13 : Simulation mathématique du profil de dissolution des émulsions multiples
non furtive (EM sans PEG) a pH 6,8 ajusté par les modeles : de 1 ordre (A), d’ordre zéro
(B), de Higuchi (C), de Korsmeyer-Peppas (D), de Peppas-Sahlin (E) et de Weibull (F)
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Figure A.14 : Simulation mathématique du profil de dissolution des émulsions multiples
furtive (EM sans PEG) a pH 6,8 ajusté par les modéles : de 1" ordre (A), d’ordre zéro (B),

de Higuchi (C), de Korsmeyer-Peppas (D), de Peppas-Sahlin (E) et de Weibull (F)
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Figure A.15 : Simulation mathématique du profil de dissolution des namoparticules
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Figure A.16 : Simulation mathématique du profil de dissolution des nanoparticules non
furtives- Gl a pH 7,4 ajusté par les modéles : de 1" ordre (A), d’ordre zéro (B), de Higuchi
(C), de Korsmeyer-Peppas (D), de Peppas-Sahlin (E) et de Weibull (F)
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Figure A.17 : Simulation mathématique du profil de dissolution des émulsions multiples
(EM) sans PEG a pH 7,4 ajusté par les modeles : de 1 ordre (A), d’ordre zéro (B), de

Higuchi (C), de Korsmeyer-Peppas (D), de Peppas-Sahlin (E) et de Weibull (F)
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ABSTRACT

The present study aimed to optimize insulin-loaded chitosan-coated W/O/W multiple emulsions
(MEs) by investigating the effect of process variables on the response using Box-Behnken design.
Effect of three independent factors, which are, the concentration of the lipophilic surfactant (Span
80) in the primary emulsion, the concentration of the hydrophilic surfactant (Tween 80) in the sec-
ondary emulsion, and phase volume ratio (W/O) in the primary emulsion, was studied on three
dependent responses, which are particle size, zeta potential, and entrapment efficiency. The opti-
mized ME showed particle size of 193.7nm and —64.58 mV zeta potential with maximum entrap-
ment efficiency of 91.84%. The in vitro drug release profile from W/O/W ME was studied under
two simulated physiological conditions. In vitro drug release behavior followed the Peppas-Sahlin
model and showed an initial and rapid release followed by a slower release. The results of the pre-
sent investigation suggest the potential of the chitosan-coated W/O/W MEs as a promising oral
drug delivery system for insulin.
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Introduction in the gastrointestinal tract, poor intrinsic permeability across
biological membranes, rapid post-absorptive clearance, and
chemical and physical instability.*!

Several attempts have been proposed to deliver insulin
orally and hence protect the formulation in gastric condi-
tions of gastrointestinal tract, among them lipid emulsions

such as water-in-oil (W/O) microemulsions and multiple

Insulin therapy remains indispensable to the treatment of type
1 diabetes mellitus (T1IDM) and is essential in advanced type 2
diabetes mellitus (T2DM).""! To achieve a higher bioavailability,
insulin is usually administered by the parenteral route via the
subcutaneous injection. To avoid the discomfort of insulin

injections, the oral formulation is preferred. However, the oral
delivery of insulin has some limitations, which include the low
bioavailability, due to enzymatic and/or metabolic degradation

emulsions (MEs).">*! In fact, emulsion systems can pro-
tect peptides or proteins that are introduced into the
internal phase.!*!
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MEs are complex and heterogeneous dispersion systems
in which the dispersed phase is itself an emulsion.'”’ These
emulsions are also called emulsion of emulsion or double
emulsions.'*”) Two major types of MEs can be distin-
guished: water-oil-water (W/O/W) emulsions and oil-water-
oil (O/W/O) emulsions.’®®) W/O/W MEs are polydisperse
vesicular systems in which the dispersed oil drops contain
even smaller dispersed droplets, which consist of a liquid
identical to the continuous phase.'"!

Because of the presence of a reservoir phase inside drop-
lets of another phase that can prolong the release of active
ingredients, MEs find many applications in various fields,
such as cosmetics, food, and pharmaceuticals.[“’m
Furthermore, W/O/W ME is thought to be an efficient drug
carrier because it can protect peptides against proteoly-
sis.>* Several researchers have reported that the enteral
bioavailability of drugs, including peptides, was successfully
promoted using the W/O/W ME, due to their protective
ability; improving the fluidity of the membrane and transi-
ent opening the tight junctions induced by lipid constituents
or surfactants."*'*! In addition, MEs show a better stability
in gastric juices compared with W/O microemulsions.'"®’

MEs are often stabilized using a combination of hydrophilic
or high HLB and hydrophobic surfactants or low HLB.""”! The
ratio of these surfactants is important in achieving stable
MEs.!"8) When preparing a bilayer emulsion, it is important to
remove the excess of the first emulsifier before adding the next
emulsifier to reduce the rate of flocculation.!*>"

The coating of W/O/W ME with polyelectrolyte polymers
such as polysaccharides has received increased attention dur-
ing the past few years.!*!! That is because of its role in the
stability of MEs by balancing the osmotic pressure between
the internal and external aqueous phases or by forming the
rigid interfacial layer between the oil and internal aque-
ous phase.*?!

Alginate (Alg) and chitosan (CS) are polyelectrolyte bio-
polymers; the first is a natural anionic polysaccharide and
can be extracted from marine brown algae. It is a linear bin-
ary copolymer that consists of a-L-guluronic and 1,4-linked-
p-p-mannuronic acids. Alg gels in mild conditions in the
presence of divalent ions, where CS is a cationic polysac-
charide obtained by chitin deacetylation.!**!

When Alg is mixed with CS, strong ionic interactions
occur between the carboxyl residues of Alg and the amino
terminals of CS, forming a polyelectrolyte complex.!**!
Owing to their favorable properties, such as biodegradability,
biocompatibility, non-toxicity, these two biopolymers are
used for the encapsulation of a wide variety of biologically
active agents including proteins.>*>¢!

Recently, the response surface methodology (RSM), utiliz-
ing the proper experimental designs, has become widely
used for formulation optimization. The Box-Behnken
designs (BBD) are a class of rotatable or nearly rotatable
second-order designs based on three-level incomplete factor-
ial designs.””) The BBD is still considered to be more effi-
cient and most powerful than other designs such as the
central composite design (CCD), Doehlert design, and three-
level full factorial design. Moreover, it requires fewer

experimental runs than CCD and three-level full factorial
design, and is consequently less expensive. It has been success-
fully used to optimize the preparation of many drug delivery
systems and formulations including tablets, microparticles, self-
nano-emulsifying drug delivery systems and nanoparticles.**!

The aims of the present study were, first, to prepare and
optimize CS-coated W/O/W MEs of insulin, using RSM
based on BBD; and, second, to evaluate the effect of CS-
coating on the in vitro and rheological behaviors of resulting
MEs, for improving the protein stability and hence illustrat-
ing the protective capability of the CS-coated MEs in gastric
conditions of the gastrointestinal tract.

Therefore, polyelectrolyte coated W/O/W micro and
nanoemulsions containing insulin were developed. The ME
stability was achieved by gelling the inner aqueous phase
using sodium Alg in the presence of nonionic surfactants of
Tween and Span type.

Coating of MEs was carried out using the ionic gelation
method. Hence, calcium cations, first, cross-linked with nega-
tively charged Alg through ionic gelation to form the first shell,
and then, CS interacted with Alg to form a tighter coating.

In this study, experiments used for modeling globule size,
charge surface, and entrapment efficiency of MEs were per-
formed on three levels of three factors, using BBD.

Materials and methods
Components

Recombinant human insulin was obtained as regular human
insulin of recombinant DNA origin from Sanofi Aventis
(Tours, France). Sodium Alg (Medium molecular weight), CS
(medium molecular weight) with 74% degree of deacetylation,
Span® 80, Tween® 80, and paraffin oil with a purity of 99.5%
(RT25HC) were purchased from Sigma-Aldrich. High-perform-
ance liquid chromatography (HPLC) grade acetonitrile (ACN)
and methanol (MeOH) were supplied by JTBaker® (USA).
Monobasic potassium phosphate (KH,PO,) was obtained from
Sigma-Aldrich. Ultrapure water obtained from Millipore Milli-
Q Plus apparatus (Millipore, R], Brazil) was used for all analy-
ses. Other chemical reagents and solvents used were of analyt-
ical grade and all other solvents were of HPLC grade.

Multiple W/O/W emulsion preparations

The W/O/W emulsions were prepared by means of two-step
emulsification method according to Ito et al.*®! and based
on an adapted protocol initially described by Li et al.l*!!
with some modifications.

Primary emulsification

In the first step, the internal aqueous phase was prepared by
dissolving 150 mg of insulin into phosphate-buffered saline
(PBS, pH 7.4) and adding 8¢ of the oil phase (paraffin oil).
The lipophilic emulsifier, Span80®, was added to the oil
phase as the emulsifier. A single-phase W/O emulsion was
prepared through homogenization (Polytron PT2100) at
800 rpm for 15 minutes.



Table 1. Codes and levels of independent variables.
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Levels
Code Factors (independent variables) Low (—1) Medium (0) High (+1)
X Concentration of Span 80 in the primary emulsion (%) (w/v) 5 10 15
X, Concentration of Tween 80 in the secondary emulsion (%)(w/v) 1 3 5
X3 Phase volume ratio (W/O) in the primary emulsion 20 30 40

Secondary emulsification

The W/O emulsion was then used as the disperse phase for
the second step of emulsification. This primary emulsion
was dropped into 18g of an aqueous solution containing
Tween 80 as the hydrophilic emulsifier and 0.067% (w/v)
sodium Alg. The pH of Alg solution was adjusted initially to
4.9 using hydrochloric acid. The W/O/W ME was formed
after continuous stirring at 600 rpm for 15 minutes.

Preparation of CS-coated multiple W/O/W emulsion

The CS-coated multiple W/O/W emulsion was prepared
based on polyelectrolyte cross-linking. The process was exe-
cuted as follows: 0.5ml calcium chloride solution was
dropped into 12ml of the above-mentioned MEs, with stir-
ring at 600 rpm for 30 minutes, then, 2ml of the CS solution
(0.06% w/v) was added dropwise, while stirring at 600 rpm,
over 90 minutes. The pH of the CS solution was adjusted
initially to 4.6 using 0.1 N NaOH solution.

Experimental design

BBD was used to statistically optimize the formulation
parameters and test the effects of formulation ingredients on
globule size (PS), particle surface charge (zeta potential: ZP),
and entrapment efficiency (% EE). The concentration of
Span 80 in the primary emulsion (X;), the concentration of
Tween 80 in the secondary emulsion (X,), and the phase
volume ratio (W/O) in the primary emulsion (X;) were
chosen as the independent variables (factors) selected in pre-
paring insulin-loaded MEs, while PS, ZP, and % EE, were
taken as the dependent variables (Y}, Y,, and Y; respect-
ively). The experimental range of X;, X,, and X; used to
prepare the ME formulations is given in Table 1.

For each factor, the experimental range based on the
result of the preliminary experiment and screening study
was selected. Process variables were studied by conducting
the runs at different levels of all factors. Data collected for
responses in each run was analyzed using Minitab® 19 stat-
istical software (trial version) and fitted into multiple linear
regression models.

The optimized formulation was selected by Minitab® 19
(trial version). It was based on set criteria of minimum PS,
optimum value for ZP (>30mV), and maximum % EE.
Hence, the corresponding dependent variables were pre-
dicted based on the previous modeling made by the soft-
ware. This optimized formulation was then prepared and all
dependent variables were measured practically. Based on the
predicted responses and the observed ones, the error percent
was calculated.

Characterization and evaluation of MEs

Globule size analysis (PS)

The mean size of the inner droplets of the ME, size distribu-
tion, and polydispersity index (PDI) were determined in freshly
prepared samples by the dynamic laser light scattering tech-
nique using a particle size analyzer (Horiba Scientific’s SZ-
100). PS measurements were carried out at 90° scattering
angle. The samples were freshly diluted with distilled water
before analysis. Each measurement was performed in triplicate.

Zeta potential (ZP)

ZP of insulin-loaded MEs was determined by the laser
Doppler electrophoretic mobility measurement technique
using a Zetasizer (HORIBA Scientific’s SZ-100) at 25°C,
after suitable dilution with filtered ultrapure
(0.22 pm). All measurements were carried out in triplicate.

water

Entrapment efficiency (% EE)

Entrapment efficiency was calculated by using the indirect
method. It was determined by measuring the leakage ratio,
after destroying the coated ME.*!! Briefly, 4ml of methanol
was added to solubilize 1 ml of the ME. Then, 100 ul of HCI
(pH 1.0) was added to adjust the final pH to 3.0. Distilled
water was added to reach 10ml and mixed well. The
destroyed ME was centrifuged at 16,000 rpm for 10 min at
4°C. The amount of insulin encapsulated in the ME was
calculated as the difference between the total amount used
to prepare the formulation and the amount of free insulin
present in the outer aqueous phase after centrifugation. The
clear supernatant was used to determine the presence of the
free insulin by HPLC (as described below). % EE was calcu-
lated as (Equation (1)):%

total amount of insulin — free insulin in supernatant
X

% EE = 100

(1]

Human insulin was determined by isocratic RP-HPLC/UV
based on the validated protocol of Najjar et al.*") A column
type RP-C8 (Shim-pack VP-ODS/-C8/-Phenyl, 150 x 4.6 mm,
4.6 um particle size, and pore size 12nm) was used. The
mobile phase consisted of 62% KH,PO, buffer (0.1 M), 26%
ACN, and 12% MeOH. The final pH was adjusted to 3.1. The
mobile phase was pumped at a flow rate of 1.0 mL/min and a
detection wavelength of 214 nm was employed.”*

total amount of insulin

Microscopic evaluation

The morphological characteristics (shape, appearance, and
homogeneity) of ME formulations were observed microscopic-
ally at 100x magnification after suitable dilutions with distilled
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Table 2. Design matrix for BBD for CS-coated MEs.

Batch X1 X2 X3 Y1 (nm) PDI Y2 (mV) Y3 (%)

1 -1 -1 0 30229+6.85 0.52+0.015 —45+0.06 3587*6.68
2 +1 -1 0 2847+337 036%0.044 —252+096 84.72+530
3 -1 +1 0 1741.0+6.17 037+0.017 —189+0.28 30.72+2.92
4 +1 +1 0 5608+273 045%0.035 —29.6+045 78.30+5.09
5 -1 0 —1 22833%456 034+£0.026 —174+0.23 48.28+5.70
6 +1 0 —1 4432+253 055+0.040 —188+0.18 88.87+3.54
7 -1 0 +1 14504%556 036=0.017 —31.2+0.08 47.67+5.11
8 +1 0 +1 1933+261 0.26+0.006 —64.8+038 92.48+4.06
9 0 -1 —1 13507+471 052+0.020 —12.1+0.21 74.87+4.31
10 0 +1 —1 8208+205 033+0.031 —152+0.16 71.90+4.01
il 0 -1 +1 3821+224 0.18%£0.026 —30.2+0.61 65.96+3.61
12 0 +1 41 4953+375 036+0.035 —36.2+0.36 75.00+4.33
13 0 0 0 400.0%234 044£0.015 —29.9+0.23 89.23+4.30
14 0 0 0 4568+206 0350031 —31.5+030 80.56+3.00
15 0 0 0 4986+238 0470017 —33.2+046 81.05+3.08

Values expressed as mean+S.D, n=3.

water using Euromex-Oxion optical microscope equipped with
a Nikon camera.

Rheological analysis

Rheological analyzes were carried out on Anton Paar MCR-102
Rheometer using a cone plate (CP25-1; diameter: 24.982 mm) at
20£0.1°C. All the measurements were carried out in triplicate.
The rheological behavior of each ME was evaluated by plotting
the viscosity (mPa) versus shear rate (1/s).

In vitro release studies
To evaluate the influence of pH on the drug release, in vitro
drug release studies were carried out in acidic buffer (pH
1.2) and phosphate buffered saline (PBS/pH 6.8 and PBS/pH
7.4). These buffer systems were selected based on the normal
varjations of pH and general transit time along the gastro-
intestinal tract from the stomach (pH 1.2, 2 hours) and small
intestine (pH 6.8, 6hours) to the colon region (pH 7.4,
24 hours), as reported by Venkata Siddhartha et al.**! The
in vitro release test was carried out using the dialysis bag
technique.®® Dialysis bags with a molecular weight cutoff
12kDa and pore size 2.4nm (Hi-media) were washed with
distilled water and soaked in both simulated gastric medium
(SGM: acidic buffer, pH 1.2); and simulated intestinal
medium (SIM: PBS/pH 6.8 and PBS/pH 7.4) overnight
before use. 5ml of freshly prepared MEs were introduced
into the dialysis bag and was tightly sealed at each end with
thread. The dialysis bag was placed in the beaker USP dis-
solution apparatus II (Distek 2500) that contained 500 ml of
both dissolution medium (acidic buffer and phosphate buf-
fer saline) at 37+0.5°C. Aliquots of 5ml each were with-
drawn at specified time intervals, and replaced with an equal
volume of the fresh medium to maintain sink conditions.”
The withdrawn aliquots were filtered and analyzed after
suitable dilutions by a UV double beam visible spectrophotom-
eter (Shimadzu UV-1800) for quantification of released insulin
using a published and validated spectroscopic method at
280nM (Amey).*®) After an absorbance reading, the solution
concentration was calculated using the calibration curve. The
study was done in triplicate. Drug concentration was calculated
and expressed as the cumulative percent of the drug released.

Release kinetics

To identify the mechanism and kinetics of drug release from
formulated MEs, in vitro release study data were fitted to
different kinetic models including zero-order (Equation
(2)),B7" first-order (Equation (3)),28 Higuchi equation
(Equation (4)),B* Korsmeyer-Peppas (Equation (5)),1°" and
Peppas-Sahlin model (Equation (6)).141]

Q=Qy + kot (2]

where Q; is the amount of drug dissolved in time t, Q, is
the initial amount of drug in solution, which is zero, and k,
is the zero-order release constant expressed in units of con-
centration/time.

In Qt =1In QO — kl.t [3]

where k; is the first-order release constant, Q, is the amount of
drug dissolved in time £, and Q, is the initial amount of drug.

Q: = ky t'? (4]

where Q; is the amount of drug released in time ¢, and ky is
the Higuchi release constant.

InQ,

0

=kilnt [5]

where ky is the Korsmeyer-Peppas release constant, Q, is the
amount of drug remaining in solution after time ¢ and Qp
is the initial amount of drug.

Q; = ky " + ky 2™ (6]

where k; is the constant related to the Fickian kinetics, k, is
the constant related to Case-II relaxation kinetics, and m is
the diffusional exponent for a device of any geometric shape
which inhibits controlled release.

The best-fitting mathematical model was selected based
on the comparisons of several statistical parameters
including the standard deviation (SD) and the adjusted
determination coefficient (Ad-R?). All calculations were
carried out according to the following kinetics equations
using a validated software, DDSolver for Microsoft
Excel 2007.1%]

Stability tests

The optimized formulations were subjected to stability test-
ing. Optimized MEs were sealed in Type-I transparent glass
vials and stored at refrigerated conditions (2-8°C) for
45 days. Samples were analyzed for PS, ZP, and % EE and
observed regarding changes in color, liquefaction, and
phase separation.

Results and discussion
Experimental design

Variance analysis (ANOVA)

Using BBD, fifteen batches of insulin-loaded MEs were pre-
pared by varying the three independent variables, X;, X5,
and X;. Experimental runs and observed responses were
given in Table 2. The results show that the PS varied from
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Quadratic model Df sS MS F p-value R Adjusted R Predicted R2
Regression 9 9.6909E + 6 1.07677E+ 6 38.9694 0.000 0.986 0.961 0.782
Residual 5 138,155 27,631.1

Lack of fit 3 133,257 44,4189 18.1358 0.053

Pure error 2 4898.48 2449.24

193.3nm to 3022.9nm with an acceptable PDI, ZP from —
4.5mV to —64.5mV, and % EE from 30.72% to 92.48%.

F-value and p-value are two statistical terms, which deter-
mine the significance of the model developed by RSM. The
p-value less than 0.05 implies that the model terms are stat-
istically significant.!*’’

The results of ANOVA of the second-order polynomial
equations of PS, ZP, and % EE are given in Tables 3-5,
respectively. As can be seen the quadratic model was signifi-
cant for PS, ZP, and % EE of all MEs with F-value of 38.96,
20.22, and 26.89, respectively. In addition, values of regres-
sion coefficient (R*> = 0.986 for PS, R> = 0.973 for ZP, and
R* = 0.980 for % EE) signified a good correlation between
the responses and the chosen variables.

The F-value of the lack-of-fit test implies that the lack of
fit is not significant relative to the pure error and the devel-
oped model is in good agreement with experimental data.

The resultant equations for responses are shown in
Equations (7)-(9). The p-value demonstrates the significance
of each coefficient (Table 6).

Y) = 451.8 — 876.95X, — 177.81X, — 297.11X; + 640.43 X}
+310.11X5 + 389.5 X1 X,
(7]

Y, = —31.53 — 8.30 X, —3.48 X, — 12.36 X5 + 10.80 X2
—8.05 X, X;
(8]

Y; = 83.61 +22.73 X; — 14.40 X> — 11.80 X2 + 1.05 X; X;
(9]

For PS, coefficients X;, X5, X3, X}, X7, X1 X, were sig-
nificant while X3*, X;Xs, and X,X; were least contributing
and therefore were neglected from the full model. The
reduced polynomial equation obtained after model reduction
is shown in Equation (7).

For ZP, coefficients X;, X5, X3, X,°, and X;X; were sig-
nificant while X,2X;% X,X,, and X,X; were least contribu-
ting and therefore were neglected from the full model. The
reduced polynomial equation obtained after model reduction
is shown in Equation (8).

Similarly, for % EE, coefficients X;, X;°, and X, were
significant while X3%, X;X,, X;X5, and X,X; were least con-
tributing and therefore were neglected from the full model.
The reduced polynomial equation obtained after model
reduction is shown in Equation (9).

Effect of independent process variables on PS, ZP, and

% EE

The effect of the surfactant concentrations (X; and X,) and
the phase volume ratio (X3) in the primary emulsion on PS,
% EE, and ZP of MEs were evaluated by RSM based on the
designed experiment of BBD. Figure 1 illustrates the relative
effect of each factor.

Figures 1A and B show that the increase of Span 80 con-
centrations (X;) may has led to the smaller PS and both
greater % EE and ZP values, while, at the middle value of
Tween 80 concentrations (X;), the ME showed a decrease in
size, better drug entrapment (% EE) and the largest value of
ZP. Although, at the maximum value of this hydrophilic sur-
factant concentration, the PS increased and the % EE was
smallest, which correlates with the observations reported in the
work of Aziz et al'**! which show that interfacial film strength
at the oil/water interface decreases as the Tween 80 concentra-
tion increases and higher concentrations of Tween 80 has a
destructive effect on W/O/W emulsion stability. It has been
reported in another study that the stability of W/O/W ME is
sensitive to the mixed HLB numbers and concentration of the
emulsifiers.*”! In fact, the nonionic surfactants, Span 80 and
Tween 80, contained in the emulsion as emulsifiers are located
at the interface of the oil phase and outer aqueous phase, and
the dispersion of inner droplets in the outer aqueous phase
occurs due to the interaction between emulsifiers,**! which
contributes to the strength of the interfacial film and stabilizes
the emulsion system against globule coalescence.!*”**!

Figure 1C shows that the phase volume ratio of W/O in
the primary emulsion (X;) affects significantly the inner drop-
let diameter (i.e., W/O emulsion dispersed in the outer aque-
ous phase). Therefore, the increase in the phase volume ratio
in the primary emulsion from 20 to 40% led to a decrease in
the inner droplet diameter of MEs and an increase in drug
entrapment, whereas the decrease in the phase volume ratio of
W/O in the primary emulsion causes the rise of the inner
droplet diameter of W/O/W MEs. This was probably due to
the aggregation of inner droplets, which is related to the fre-
quency of collisions during primary and secondary emulsifica-
tion resulting in the formation of aggregates.

This result is in agreement with other studies, where
it was verified that a higher proportion of the inner droplet
in the continuous phase of the primary emulsion produces
an overall increase in PS of both W/O emulsion and W/O/
W MEs. These results showed that a stable primary emul-
sion (W/O) is a fundamental and significant step for prepar-
ing a stable W/O/W ME.

[17,49]

Contour plots and response surface analysis
Two-dimensional contour plots and three-dimensional
response surface plots are useful in the study of the effects
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Table 4. Analysis of variance (ANOVA) for ZP.

Quadratic model Df SS MS F p-value R? Adjusted R Predicted R2
Regression 9 2635.94 292.882 20.2297 0.002 0.973 0.925 0.6
Residual 5 72.3892 14.4778
Lack of fit 3 66.9425 223142 8.19369 0.111
Pure error 2 5.44667 2.72334
Table 5. Analysis of variance (ANOVA) for % EE.
Quadratic model Df sS MS F p-value R? Adjusted R? Predicted R?
Regression 9 5384.58 598.287 26.8902 0.001 0.98 0.943 0.795
Residual 5 111.246 22.2492
Lack of fit 3 63.8057 21.2686 0.896642 0.566
Pure error 2 47.4405 23.7202
Table 6. Regression coefficients and their p-values for PS, ZP, and % EE.
PS zP % EE
Source Coefficients p-value t-value Coefficients p-value t-value Coefficients p-value t-value
Model - < 0.0001 10.62 - < 0.0001 1.90 - < 0.0001 —-2.72
Intercept 451.8 0.0053 —5.15 —31.53 2.96E — 05 —4.60 83.61 6.8 E—07 1.56
X —876.95 2.44e — 005 —2.48 —8.30 0.0016 1.76 22.73 3.81E— 05 -0.33
X, —177.81 0.0292 —8.46 —3.49 0.0487 —1.02 —0.69 0.6972 4.09
X3 —297.11 0.0039 2.78 —12.36 0.0003 471 —0.35 0.8415 -2.12
X12 640.43 0.0007 0.33 1.18 0.5774 —0.71 —14.41 0.0020 —0.23
X? 310.11 0.0157 6.14 10.80 0.0028 1.01 —11.80 0.0049 —3.57
X32 0.31 0.9972 1.83 —2.70 0.2315 —0.35 0.12 0.9625 0.74
XiX; 389.5 0.0054 4.00 2.50 0.2459 1.19 —0.32 0.8982 —0.08
XiX3 145.75 0.1398 1.47 —8.05 0.0082 —3.84 1.06 0.6734 0.26
XoX3 160.77 0.1108 10.62 —0.73 0.7188 1.90 3.00 0.2590 —2.72
Significant terms having p-value <0.05 were represented in italics.
A B c
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Figure 1. Effect of independent process variables on dependent responses: (A) effect of concentration of Span 80 on PS, ZP, and % EE; (B) effect of concentration
of Tween 80 on PS, ZP, and % EE; (C) effect of volume ratio W/O on PS, ZP, and % EE.

of two factors/variables on the response at once.”””! From
two-dimensional contour plots, a nearly linear relationship

can be distinguished between X; and X,, X; and X3, and X,
and X;. For PS, % EE, and ZP, contour plots were generated
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Figure 2. Contour plots showing the effect of X; versus X, at 0 level of X3 (A), X; versus X3 at 0 level of X, (B), and X, versus X; at 0 level of X; (C) on PS of MEs.
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Figure 3. Contour plots showing the effect of X; versus X, at 0 level of X3 (A), X; versus X3 at 0 level of X, (B), and X; versus X5 at 0 level of X; (C) on % EE of MEs.
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Figure 4. Contour plots showing the effect of X; versus X, at 0 level of X3 (A), X; versus X3 at 0 level of X, (B), and X; versus X at 0 level of X; (C) on ZP of MEs.

between X, versus X,, X; versus X, and X, versus X; at a
fixed level (0) of the third variable as shown in Figures 2-4,
respectively.

For PS (Figure 2A-C), plots have a parabolic shape and
show that the increase in X; and X; increases PS, whereas the
X, mid-value of 3% gives the minimum PS value. On either
side of this mid-value, PS increases. Lowest PS of 193.3nm
was observed with the highest values of X; and X.

For % EE, the maximum entrapment was observed at the
high level of X; and the middle range of X, (Figure 3A-C).
The % EE’s highest value of 92.48% was observed with the
highest value of X;.

For ZP (Figure 4A-C), it was found to be increasing with
increase in X; and X;. Large negative ZP was observed at
high levels of X; and X;. However, the contour plot of the
lipophilic surfactant concentration in the primary emulsion
(X;) against the concentration of the hydrophilic surfactant

in the secondary emulsion (X,) confirmed the maximum ZP
at the middle value.

Response surface plots (Figures 5-7) show the relation-
ship between these variables even more clearly when plotted
between X; and X,, X; and X3, and X, and X3 at a constant
level (0) of X3, X, and X, respectively for PS, ZP, and %
EE."®) Hence, it was concluded from the contours that high
concentration of the lipophilic surfactant in the primary
emulsification (X; = 15%), middle range of concentration of
the hydrophilic surfactant in the secondary emulsion (X, =
3%), and high phase volume ratio (W/O) in the primary
emulsion (X3 = 40%) were required to attain the minimum
PS, maximum % EE and optimum value of ZP.

Optimization results for MEs
To obtain the best formulation based on the two-step emul-
sification process, we applied the optimization tool of the
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Figure 5. Response surface plots showing the effect of X; versus X, at 0 level of X5 (A), X; versus X5 at 0 level of X, (B), and X versus Xz at O level of X; (C) on PS
of MEs.
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Figure 6. Response surface plots showing the effect of X; versus X, at 0 level of X3 (A), X; versus X5 at 0 level of X, (B), and X, versus X at 0 level of X; (C) on % EE
of MEs.
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Figure 7. Response surface plots showing effect of X; versus X, at 0 level of X3 (A), X; versus X3 at 0 level of X, (B), and X, versus X3 at O level of X; (C) on ZP
of MEs.

RSM. It was found that a nanoemulsion formulated with test was carried out with the attained optimal values. The

40% of phase volume ratio of W/O in the primary emulsion,
15% of Span 80, and 3% of Tween 80, could be suggested to
have the optimum conditions (Table 7). For validation, a

results for PS, % EE, and ZP were not significantly (p <
0.05) different from those values predicted by the software,
and the error percent was negligible. By this, the validation



Table 7. Optimum values of process variables predicted and observed responses.

JOURNAL OF DISPERSION SCIENCE AND TECHNOLOGY 9

PS (nm)

EE (%) ZP (mV)

Batch No X, X, X3 Predicted

Observed (mean)

Predicted Observed (mean) Predicted Observed (mean)

1 149 34 39.9
Absolute error (%)

210.9
0.081

193.7

92.84 91.84

0.010

—61.84 —64.58

0.044

Error % = (observed value-predicted value) x 100/predicted value.

70

Viscosity (mPa)
8 8 g

8

0

0 5 10 15 20 25 30
Shearrate (1/S)

Figure 9. Apparent viscosity curves of optimized MEs as a function of the shear
rate: (A) CS-coated MEs coated with 0.07% w/w, (B) CS-coated MEs 0.05% w/w
of CS, and (C) uncoated ME.

of all the models, as well as their adequate precision for the
prediction of optimized conditions in the domain of levels
chosen for the independent variables, was proven.

Characterization and evaluation of the optimized
w/0/W ME

Morphology of multiple W/O/W emulsions

Microscopic analysis of the optimized formulations revealed
that many small droplets were presented in the internal
phase of the multiple globules indicating the type C of W/
O/W MEs according to Pal.®"»*?! The microscopic images of
CS-coated ME, uncoated ME containing insulin, and blank
ME formulations are as shown in Figure 8.

Rheological analysis

To evaluate the polyelectrolyte coating on rheological prop-
erties of MEs, three formulations of the optimized MEs were
prepared; two CS-coated MEs formulations (ME1 and ME2

coated with 0.07% w/w and 0.05% w/w of CS, respectively)
and uncoated ME formulation (ME3).

All the prepared MEs displayed non-Newtonian, shear
thinning behavior, in which the apparent viscosity decreased
with an increase in shear rate (Figure 9). This behavior may
be expected as the breakdown of structural units in MEs
due to the hydrodynamic forces generated during
shear.'"”****) Furthermore, it was observed that CS-coated
MEs (ME1 and ME2) were more viscous as compared to
uncoated MEs (ME3). This may be attributed to the forma-
tion of a polyelectrolyte complex, which had substantially
increased the viscosity.*®! Further, it was found that increas-
ing the CS concentration from 0.05% w/w to 0.07% w/w
increased the viscosity of the coated MEs.

It has been reported, that the viscosity of an emulsion is
strongly dependent on the concentration of the dispersed
phase,”®! and the relative amounts of polymer became a key
development issue in influencing the rheological properties
of a nanoemulsion.”*”>*!

In vitro release studies

To study the effect of pH and CS coating on insulin release
behavior from MEs, two formulations: uncoated ME and
CS-coated ME (F1 and F2, respectively) were prepared
under optimized conditions.

The percentage of insulin released into SGM (acidic buf-
fer, pH 1.2), SIM (small intestine: PBS/pH 6.8) and the
colon region (PBS/pH 7.4) was plotted against time (Figure
10). It shows that both formulations (F1, F2) prepared using
the matrix design and the optimal formulation, exhibit
biphasic release profiles; an initial burst release phase fol-
lowed by a slower release phase. In SGM more than 10% of
the drug was released during the first few minutes for both
formulations, and approximately 39.2% and 22.7% of insulin
loaded into uncoated and CS-coated MEs, respectively, was
released within 120 min, as shown in Figure 10A. On the
other hand, in SIM (small intestine: PBS/pH 6.8), 60.8% and
47% of insulin was released from MEs (F1 and F2,
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Figure 10. Release profiles of insulin from uncoated ME (F1) and CS-coated ME (F2) formulations: (A) in SGM, (B) in SIM at pH 6.8, and (C) in SIM at pH 7.4 through

dialysis bag.

respectively), within 6h, as shown in Figure 10B. While,
under the pH conditions of colon region (pH 7.4), the MEs
allowed rapid and complete drug release. The values within
24hours were 84.74% and 91.69% for CS-coated ME and
uncoated ME, respectively, as shown in Figure 10C.

The first phase of release profiles (the burst release) might
be due to insulin existence in the external aqueous phase dur-
ing the formulation of the second emulsification, insulin mole-
cules probably leaked out of the internal aqueous phase.!"”’

Although the slower release in the second phase can be
attributed to the slow transport of the hydrophilic drug from
the inner aqueous phase to the outer aqueous phases of MEs
in which, it was governed by the interfacial barrier of the oil
phase.'”) The lower release in SGM seems to indicate gastric
protection against insulin release from the inner phase, which
can be attributed to the tight network of the viscosity enhancer
(Alg pre-gel) that forms at low pH,™ contributing to prevent
the emulsion inversion and enhancing the immobilization of
insulin,”") Whereas, at high pH media (pH 6.8 and pH 7.4)
(€0} caused a prolonged release
of insulin, where a maximum amount of insulin released from
CS-coated ME and uncoated ME of ~85% and ~92%, respect-
ively, was noticed after 24 h in the PBS at pH 7.4 (correspond-
ing to the pH of the colon region), This suggests that the drug
release properties of MEs are pH sensitive.” The results of
in vitro release study in SIM are in agreement with the find-
ings by Zhang et al.["!

Furthermore, it was found that the CS-coating also affects
the release behavior of the resulting MEs. Indeed, as shown
in Figure 10, the highest release rate was observed in
uncoated ME at both pH 6.8 and pH 7.4 with the value of
(60.84% and 91.69%, respectively), as compared to drug
released from CS-coated ME (47% and 84.74% total release
of the encapsulated amount at pH 6.8 and pH 7.4, respect-
ively). The lowest release seen with F2 formulation could be
attributed to the dense matrix of the external phase due to
the electrostatic interactions between the polysaccharide-
based polyion complexes (polyelectrolyte complex) of MEs
and their chains entanglement, caused a more tortuous
structure and low permeability to entrapped protein, which
leads to a decreased release rate of insulin.**!

Alg swells to form an ionic state,

Release kinetics
In vitro release data of the two formulations (F1 and F2)
were fitted with various release kinetic models for

determining the best-fit release model. Hence, the function
of the cumulative release rate as a function of time was
tested using zero-order, first-order, Higuchi,
Korsmeyer—-Peppas, Peppas—Sahlin. The release kinetic data
analysis and adjusted R* (adj-R?) are shown in Table 8. For
both formulations F1 and F2, the release model with the
best fit was the one proposed by Peppas-Sahlin, which
showed the highest adj-R*: (i) 0.970 and 0.957, respectively
in PBS/pH 6.8, and (ii) 0.931 and 0.927, respectively in PBS/
pH 7.4. In literature, The diffusional exponent (m) of this
model is related to the coefficient n of the power law, which
is given for any shape including spheres, cylinders, and
films, where n<0.5 indicates a classical Fickian diffusion-
controlled release; 0.5 <7 < 1.0 indicates a non-Fickian dif-
fusion release, which refers to the diffusion of drug and
mechanism for relaxation of polymer.[**! At pH 6.8, the
coefficient (m) of this model was less than 0.5 (mp; = 0.431,
mp, = 0.412), It suggests that insulin release from both
uncoated and CS-coated ME through the oil film was
Fickian diffusion; therefore, it was influenced by drug diffu-
sion. On the other hand, at pH 7.4, the release kinetics from
uncoated ME obeyed Fickian diffusion mechanism, mp,;
(0.402) was less than 0.5. However, mp, was more than 0.5
(mg, = 0.541), indicating non-Fickian diffusion release from
CS-coated ME, which in turn indicates drug diffusion and
polymer relaxation. This result is in agreement with the
study of Paul et al.>"!

Stability tests

The freshly prepared CS-coated nanoemulsion (optimized
ME) was creamy white in color. As shown in Figure 11,
there was no change in color, no liquefaction, and no phase
separation in the sample kept in storage conditions (in the
refrigerator, at 8 °C for 45 days).

PS of the freshly prepared formulation was 210.3 nm,
while for the ME sample kept at refrigerated conditions, it
increased to 234.5nm. This increase may be due to the swel-
ling of globules, which is probably related to the water
migration from the external aqueous phase to the internal
aqueous phase.'”’ On the order hand, the % EE of the
stored ME decreased from 92.48% to 91.06%, while a
decrease in ZP from —64.5mV to —69.5mV was also
observed during storage time.

By using the two-way ANOVA test at a 5% significance
level, it was found that the variation in PS, % EE, and ZP of
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Table 8. Release kinetic models for the two formulations, uncoated MEs and CS-coated MEs (F1 and F2, respectively) at pH 6.8 and 7.4.

Zero-order kinetics First-order kinetics Higuchi model Korsmeyer—Peppas model Peppas—Sahlin model
Formulation Ad-R? K Ad-R? K Ad-R? K Ad-R? K n Ad-R? K Ky m
pH 6.8 F1 0.853 0.139 0.880 0.002 0.950 2.203 0.952 1.524 0.569 0.957 1.845 0.131 0431
F2 0.838 0.179 0.883 0.003 0.966 2.852 0.966 2.256 0.544 0.970 2.664 0.205 0412
pH 7.4 F1 —1.188 5.158 0.624 0.274 0.524 23.827 0917 40.182 0.274 0931 44768 —5.417 0.402
F2 0.135 4.465 0.834 0.140 0.891 19.572 0.929 25.283 0.392 0.927 25418 —1.849 0.541

Figure 11. Optical photographs (100x) of optimized MEs: (A)
45 days stability.

the stored sample after 45days was insignificant (p > 0.05).
Further, from microscopic analysis, it can be clearly seen, as
shown in Figure 11, there was no phase separation. Hence,
it was concluded that the CS-coated ME formulation was
stable at storage conditions (in the refrigerator) for up
to 45 days.

Conclusions

The present research revealed the optimum conditions for
preparing W/O/W nanoemulsion containing insulin. Using
of BBD statistical technique for optimization of process
parameters helps in reaching an optimum level with min-
imum experiments in the shortest time. Statistical analysis
revealed the relationships between the formulation factors
and the individual characteristics. The optimum conditions
of W/O/W nanoemulsion were selected as the lipophilic sur-
factant concentration in the primary emulsification (15% w/
w), hydrophilic surfactant concentration in the secondary
emulsion (3% w/w), and high phase volume ratio (W/O) in
the primary emulsion (X5 = 40%). The optimal nanoemul-
sion had more perfect properties, including small size
(193.7 nm) with homogenous distribution (PDI = 0.2), high
% EE (91.84%), strong negative ZP (-64.58 mV), and higher
physical stability for up to 45days, at refrigerator storage
conditions, which is important for an industrial and eco-
nomic perspective. Besides, the release study revealed an ini-
tial rapid release followed by a much slower rate of release.
Further, the release rate was affected by the CS coating.
Hence, it was concluded that CS-coated ME systems can be
utilized as potential prolonged-release of oral insulin dosage
forms. Based on the results, the present study could offer
useful information and guidelines on optimizing the condi-
tions for producing insulin-based CS-coated W/O/W

2. . FITe

freshly prepared MEs (initial conditions), (B) MEs under refrigerated conditions (2-8°C) after

nanoemulsion, improving the ability of these systems to pro-
tect insulin in the gastric environment.
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RESUME

Ce travail s’articule autour de I'optimisation et la modeélisation de la formulation des micro et nanoparticules
furtives contenant I’insuline par deux procédés d’encapsulations a savoir la gélation ionotropique (Gl) et la double
émulsion (EM) en utilisant une matrice polymérique naturelle (Alginate/Chitosane. Cette matrice est rendue furtive
par I’ajout du PEG 4000 a la surface des particules. L’optimisation de la formulation est entreprise en utilisant la
méthodologie des surfaces de réponse (RSM) en accord avec le plan de Box-Behnken, afin de déterminer les
conditions optimales pour une taille minimale des particules avec une charge de surface maximale et une efficacité
d’encapsulation maximale. Dans les différents cas le modele obtenu est significatif avec une valeur de p < 0,05 et
R? > 90%. La formulation optimale préparée par Gl et EM, est caractérisée par une taille des particules de 145 nm,
193nm, avec une charge de surface négative de -30 mV,-64.9 mV, et une efficacité d’encapsulation de 85%,
92,09%, respectivement.

Les résultats d’analyse thermique (ATG et DSC) et structurelle (FTIR) ont montré la conservation de la structure
de I’insuline aprés son encapsulation dans les nanoparticules furtives. L’étude comparative des profils de
dissolution a confirmé la protection du principe actif dans le milieu gastrique simulé (taux de libération < 40%) et
la libération prolongée dans le milieu intestinal simulé. Le caractére de furtivité a été mis en évidence par le
ralentissement de la cinétique de libération in vitro de I’insuline encapsulée, dans les deux milieux physiologiques
simulés comparativement a des nanoparticules simples (non furtives). L’EM a montré un grand potentiel dans le
développement des nanoparticules furtives, contenant le plus haut taux d'encapsulation de I'insuline, le plus faible
taux de libération dans le milieu gastrique simulé et le plus lent dans le milieu intestinal simulé en la comparant
avec la Gl. Les résultats obtenus suggérent 1’efficacité des nanoparticules furtives a base d’alginate/chitosane/PEG
pour ’administration de I’insuline par voie orale tout en assurant le contrdle de sa cinétique de libération.

Mots clés : Plans d’expériences, RSM, nanoparticules furtives, gélation ionotropique, double émulsion.

ABSTRACT

This work aimed both at optimization and modeling of stealth nanoparticle formulation containing insulin by two
encapsulation processes, namely ionotropic gelation (IG) and Double emulsion (ME) using a natural polymer
matrix (Alginate/Chitosan). This matrix is made stealthy by addition the PEG 4000 to the nanoparticle surface.
The synthesis optimization is obtained by the RSM response surfaces methodology in agreement with the Box-
Behnken design to determine the optimal conditions for minimum particle size with maximum surface charge and
maximum efficiency encapsulation. In the different cases, the model obtained is significant with a p-value < 0.05
and R2 > 90%. Optimal formulations prepared by Gl and EM are characterized by a particle size of 145 nm and
193 nm, a negative surface charge of -30 mV and -64.9 mV, and encapsulation efficiency of 85% and 92.09%,
respectively.

Thermal (ATG and DSC) and structural (FTIR) analysis results showed the structural retention of insulin after its
encapsulation in stealth nanoparticles. The comparative study of dissolution profiles confirmed the protection of
the active substance in the simulated gastric environment (release rate <40 %) and the sustained release in the
simulated intestinal environment. The stealth character was improved by in vitro release kinetic slowing of
encapsulated insulin in the two simulated physiological media compared to simple (non-stealth) nanoparticles. EM
has shown great potential in stealth nanoparticles development with the highest rate of insulin encapsulation, the
lowest rate of release in the simulated gastric medium, and the slowest in the simulated intestinal medium
compared to GI. The results suggest the effectiveness of alginate/chitosan/PEG-based stealth nanoparticles for oral
administration of insulin while ensuring the control of its release kinetics.

Keywords: Design of experiments, RSM, stealth nanoparticles, lonotropic gelation, Double emulsion.



