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The summary:

In this study, it is planned to carry out aliterature search on the two antibacterial substances,
namely lysozyme and doxycycline, and to see the efficiency of their encapsulation in polymeric
matrix. It turns out that the preparation of 1ysozyme from the chicken egg and its encapsul ation
ispractically possible. In the step of its extraction, several parameters are considered, the nature
and concentration of the salt, the pH. It thus emerges that this substance can be considered for
use in therapeutic treatments against bacterial infections. Likewise, doxycycline as a
tetracycline antibiotic can be formulated as individualized particles with the aim of reducing
the side effects of the conventional form.

In addition, the choice of the encapsulation material must be made according to the
envisaged preparation method

Keywords. Lysozyme, doxycycline, encapsulation, polymer, controlled release.

Lerésumé:

Dans cette étude, il est envisagé d’effectuer une recherche bibliographique relative aux
deux substances antibactériennes en 1’occurrence le lysozyme et la doxycycline et de voir
’efficacité de leur encapsulation dans des matrices polymériques. Il s’avere que la préparation

du lysozyme a partir de I’ceuf de poule et de son encapsulation est pratiquement possible. Dans



Résumé

I’étape de son extraction, plusieurs parameétres sont considérés, la nature et la concentration du
sel, le pH. 1l ressort ainsi que cette substance peut étre envisagée pour qu’elle soit utilisée dans
les traitements thérapeutiques contre les infections bactériennes. De méme, la doxycycline
comme antibiotique des tétracyclines peut étre formulée sous forme de particules
individualisées dans 1I’objectif de réduire les effets secondaires de la forme conventionnelle.
Par ailleurs, le choix du matériau d’encapsulation doit étre effectué en fonction de la

méthode de préparation envisagée.

L esmots clés: Lysozyme, doxycycline, encapsulation , polymere, libération control ée.
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Introduction générale

Introduction générale:

Les médicaments sont des produits pharmaceutiques utilisés dans la prévention, le diagnostic
et le traitement des maadies. Ces médicaments sont présentés en formes diverses solides

(comprimés, gélules, etc.) ou liquides (solutions, émulsions, etc.).

Pour la majorité des produits pharmaceutiques actuellement utilisés, la spécificité et I'activité
des produits pharmaceutiques vers les sites de la maladie ou les maladies individuelles est
généralement basé sur la capacité des principes actifs ainterférer avec les processus pathol ogiques
locaux ou avec des voies biologiques, mais pas sur son accumulation sélective dans le
compartiment intracellulaire spécifigue ou dans la cellule, I'organe ou le tissu cibles.
Habituellement, les agents pharmaceutiques, pratiqguement indépendamment de la voie
d'administration, sont distribués dans le corps proportionnellement au flux sanguin régional et
d’une fagon uniforme. De plus, pour atteindre le site d'action, le principe actif doit franchir de
nombreuses barrieres biologiques, telles que les organes, les cellules et les compartiments
intracellulaires, ou il peut étre inactivé ou peut causer des effets indésirables sur les organes et
tissus qui ne sont pas impliqués dans le processus pathologique. En conséguence, pour atteindre
une concentration thérapeutique requise d'un principe actif médicamenteux dans un compartiment
corporel ou danslestissus, il faut administrer le médicament en grandes quantités dont la majeure
partie peut étre gaspillée dans les tissus normaux, tandis que les agents cytotoxiques et / ou
antigénigues/ immunogenes peuvent devenir la cause de nombreux effets secondaires négatifs[1].
Ainsi pour y remédier atoutes ces anomalies, | e ciblage des médicaments devient une solution tres
attendue. Le ciblage, considéré comme une libération contrdlée du médicament au niveau du site
recherché, est une accumulation accrue d'un principe actif pharmaceutique (PAP) dans la zone
requise du corps par rapport a d'autres tissus et organes, indépendamment du site et de la méthode
de son administration. Cette méthode offre de nombreux avantages par rapport aux formes
gal éniques conventionnelles une efficacité améliorée, les protocoles d'administration seront plus
simples, la quantité de médicament nécessaire pour atteindre un effet thérapeutique sera
considérablement réduite et les effets secondaires seront fortement amoindris[2].

La libération controlée d’un médicament est un but auquel 1a technologie d’encapsulation tend

aobtenir.




Introduction générale

L’encapsulation, est une technologie de formulation de particules ayant comme objectif le
ciblage et 1a libération contrdlée d’un principe actif pharmaceutique. Cette technologie conduit au
piégeage du principe actif dans un systeme réservoir ou matriciel en le protégeant des atérations
qui peuvent étre causées par 1’environnement extérieur et augmentant potentiellement sasélectivité
pour les cellules atraiter. Selon les propriétés physico chimiques, I’encapsulation peut étre adaptée
pour chague agent actif en faisant le choix pour un matériau convenable (les cires, les protéines,
les phospholipides ou encore les polymeres). L’encapsulation est une technologie qui se trouve

appliquée dans divers domaines : cosmétique, agroalimentaire biomédical et pharmaceutique [3].

La doxycycline, antibiotique de la famille des tétracyclines de deuxieme génération présente
une activité antibactérienne sur les bactéries a Gram-positives et Gram-négatives. Elle est produite

et commercialisée sous forme de comprimés.

Le lysozyme est une protéine globulaire, connue pour sa capacité a dégrader |e polysaccharide

de nombreux types de parois cellulaires, pour la protection contre les infections bactériennes.

Dans 1I’objectif de voir la synergie antibactérienne des deux substances et en absence d’étude
expérimentale en raison de la pandémie qui sévit dans le monde, nous avons choisi de faire une
synthése des travaux relatifs a ces deux substances et leur encapsulation. Pour ce faire, on a

structuré notre manuscrit de la fagon suivante :

Un premier chapitre est dédié a une revue générale sur les deux substances antibactériennes, la

doxcycline et le lysozyme.

Un deuxiéme chapitre est consacré a la description de la technologie d’encapsulation et la

libération controlée.
Un troisieme chapitre est réserveé aux résultats des travaux expérimentaux detravaux antérieurs.

Enfin, on termine cette revue bibliographique par une conclusion générale.
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Chapitre | Généralité sur la doxycycline et le lysozyme

[.1. Introduction :

La doxycycline est une molécule de la famille des cyclines utilisée comme médicament
antibiotique. Grace aux ses propriétés physico-chimiques et sa pharmacologie, la doxycycline
devenir tres répondue dans le domaine pharmaceutique pour traiter de nombreuses maladies

infecti euses.

D’autre part, il y a le lysozyme considéré comme proténe globulaire qui présente aussi une
action antibactérienne contre les bactéries a Gram-positives beaucoup plus. |1 est actif sur unelarge
gamme de température est de pH, ce qui facilite son utilisation. Le lysozyme se trouve dans
différentes sources, mais celle du blanc d’ceuf de la poule présente notre point d’intérét. Il existe
plusieurs méthodes d’obtention de cette protéine de blanc d’ceuf, dont sa quantité extraite se

différe de ’une aux autres.

|.2. Doxycycline:

[.2.1. Définition et classification de la doxycycline:

La doxycycline est 1’a-6-déoxy-50xytétracycline de la formule moléculaire « CoaH24N20g ».
C’est un isomere structural hémi-synthétique de la famille des tétracyclines de deuxieme
génération, qui présente un large spectre d’action sur des bactéries a Gram positif et négatif, des

germes intracellulaires et sur Plasmodium.

Elle possede une activité antibactérienne bactériostatique sur la plupart des bactéries, ainsi
qu’une action anti inflammatoire. La doxycycline est utilisée a la fois en médecine vétérinaires et

humains [4].

OH O OH O O

H N
2 N

Fig.l.1. Molécule de doxycycline [4].
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La doxycycline se présente sous trois formes : hyclate, monohydrate et chlorhydrate. La
doxycycline hyclate est laforme hémihydrate et hemiethanol ate. Sa description est hygroscopique
jaune poudre cristalline, doivent étre stockés dans des récipients étanches a l'air et al'abri de la

lumieére.

De la doxycycline hyclate, il est possible d'obtenir d'autres formes. La maniere dont I'hyclate
est dissous dans |'eau et neutralisé par I'hydroxyde de sodium devient doxycycline monohydraté.
Cette forme avec I'gout dacide chlorhydrique devient chlorhydrate de doxycycline. Le
Pourcentage sous forme d'hyclate de doxycycline est de 86,6%, sous forme de chlorhydrate de
89,1% et sous forme de monohydrate de 96,1% [5].

[.2.2. Propriétés physico-chimiques:
L es propriétés physicochimiques de la doxycycline sont reportées dans le tableau |.1.

Tab.l.1. Propriétés physico-chimiques de la doxycycline [6].

Masse molaire 444,43 g/mol
T° fuson 201°C
Solubilité dans I’eau 0,63 mg/ml & (25°C)
Surface polaire 181.62 A?
Réfractivité 113.89 m®-mol*

Polarisabilité 43.65A3
pK1=3,50
PKa pK2=7,70
pK3=9,50

|.2.3. Effet pharmacologique

La doxycycline inhibe la phorbol-12-myristate-13-acétate métalloprotéase matricielle 8
(MMP-8) et MMP-9 dans les cellules endothdliales humaines [7]. La doxycycline diminue
également |la dégradation d'élastine et réduit I'activité MM P dans un modéle d'anévrisme maladie

9.

—
I
—
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MMPT, MIAP26
S BTN @ e P
MMP14, MMP15
m MMP16, MMP24
MMP11, MMP28
MMP1,MMP3 MMPS,MMPA10,MMP12
[EE—Nz IS 111P13,MMP19,MMP20,MMP21
B Zn { GPI_| mmp17, mmp2s
MMP23

[s] Signal peptide Proy Pro-peptide domain
@ Pro-protein convertase recognition sequence @ Flbronectin type I motif
. Haemopexin domain Cyt Cytoplasmic domain
B Transmembrane type I domain Catalytic domain
I Trensmembrane type I domain - Cystelne-rich domain
am Immunoglobulin-like domain Pro) Pro-peptide domain without cysteine-switch motif

Glycosylphosphatidylinositol-anchonng sequence

Fig.l.2. métalloprotéase matricielle (MM P8) et (MM P9) [9].

Plus récemment, il a été démontré que la doxycycline inhiber la production d’IL-1B

(Interleukine 1) dans les lipopolysaccharides traités les cultures épithéliales cornéennes dans une

mesure comparable a celle atteint par les corticostéroides [10].
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Fig.1.3. La famille d’IL-1 (Interleukine 1) [11].
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In vivo, ladoxycycline protege la souris de I'endotoxémie mortelle en régulant ala baisse la

cytokine et la sécrétion de nitrate dans le sang [12].

|.2.4. Mécanisme d’action:

La premiére étape de I’entrée des tétracyclines est une diffusion passive a travers la membrane
externe des bactéries agram négatif soit par |es pores, soit directement atraverslacouchelipidique
; elle est suivie par le passage au travers du peptidoglycane, ensuit un passage a travers la

membrane cytoplasme [13].

Fig.1.4. L’ activité des antibiotiques (Ex: la doxcycline) [14].

Dans la réplication bactérienne, une interaction qui est importante pour l'initiation de la
traduction des protéines se produit al'extrémité « 3 » de 'ARNr 16S, trouvé sur le ribosome sur la

sous-unité 30S.

La sous-unité 30S est la plus petite sous-unité du ribosome des procaryotes, y compris les
bactéries [15].
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Fig.l.5. Ciblesbactériennes des tétracyclines [16].

Les tétracyclines telles que la doxycycline empéchent la fixation de ’ARNt sur son site

accepteur et inhibent latraduction en se liant ala partie ARNr 16S du ribosome.

En conséquence des actions ci-dessus, l'initiation de la synthése des protéines par formation
de polyribosomes est bloquée. Cela arréte la réplication des bactéries et produit un effet
bactériostatique [17].

[.2.5. Pharmacologie de la doxycycline:
[.2.5.1. Pharmacocinétique:
[.2.5.1.1. Administration :

Apres administration orale, la doxycycline est rapidement absorbée a 95% au niveau du
duodénum [18], sans interférence avec 1’alimentation, a I’exception du lait qui diminue les

concentrations plasmatiques maximales et 1’absorption de 30% [19].

La prise concomitante de certains médicaments entraine une diminution de la
biodisponibilité (Selsdefer et de zinc et topi ques gastro-intestinaux) ou une diminution de lademi-
vie (ranitidine et didanosine). Ces meédicaments doivent étre administrés a distance de la

doxycycline, si possible a plus de deux heures d’intervalle [20].
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Fortement liée aux protéines plasmatiques (82 a93%) ce qui produit une demi-vie pluslongue
(16,33 h), la doxycycline n’est pas dialysable, I’épuration par hémodialyse ne modifiant ni les taux

sanguins ni lademi vie de lamolécule.
[.2.5.1.2. Distribution :

Par rapport aux autres tétracyclines, la doxycycline est plus lipophile, donc la distribution
tissulaire est rapide et large (Va= 0,7 L / kg), avec une forte affinité pour lesreins, les poumons et
la vésicule biliaire, et une faible diffusion dans le liquide céphaorachidien (Augmentée en cas

d’inflammation méningee) [21].

L’affinité de la doxycycline pour les 0s et les dents en période de croissance est plus faible
gue celle des autres tétracyclines. Néanmoins, le risque d’anomalie du bourgeon dentaire ou de
dyschromie et d’hypoplasie de 1’émail dentaire contre-indique son utilisation chez 1’enfant de
moins de 8 ans, pendant les deux derniers trimestres de la grossesse (passage transplacentaire) et

chez lafemme allaitante (passage dans le lait).
[.2.5.1.3. Métabolisme:

La doxycycline fait 1’objet d’un métabolisme hépatique, augmenté par les anticonvulsivants
inducteurs enzymatiques. Elle peut également diminuer I’effet des contraceptifs oraux, augmenter

les taux sanguins de ciclosporine et potentialiser la toxicité du méthotrexate.
[.2.5.1.4. Elimination :

La demi-vie d’élimination de la doxycycline est de 3 jours (72 h) avec 40% de la dose
administrée éliminés sous forme active dans les urines et environ 32% dans les féces.
Contrairement aux autres tétracyclines, la doxycycline peut étre prescrite méme en cas
d’insuffisance rénale séveére, I’excrétion biliaire prenant alors le relais de 1’élimination urinaire

sans modification de la demi-vie [22].

[.2.5.2. Phar macodynamique :

La doxycycline a une activité bactériostatique intracellulaire ribosomale. Les bactéries

aérobies a Gram positif et les bactéries anaérobies sont généralement sensibles, ainsi que les
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rickettsies, les chlamydiae et les spirochétes. La doxycycline est également active sur plusieurs
bactéries aérobies Gram négatif telles que Haemophilus influenzae, Neisseria, Brucella, Bacillus
anthracis, mais certaines espéeces possedent une résistance intrinsegque : Acinetobacter, Proteus et

Pseudomonas.

Les principaux mécanismes de résistance sont essentiellement acquis et liés soit a une
atération de la cible intracellulaire (ribosome), soit a une inhibition de 1’absorption de
I’antibiotique par modification de la membrane cellulaire (résistance plasmidique). Une porine

déficiente est la cause de larésistance chez les bactéries Gram négatif.

La doxycycline présente également une activité anti-parasitaire sur Plasmodium. Elle
inhiberait notamment la synthése proté que mitochondriale Parasitaire. Les cyclines ont également

une activité anti-inflammatoire, mise a profit dans certaines pathol ogies dermatol ogiques [23].
|.2.6. Indications de la doxycycline::

De nombreuses maladies infectieuses répondent a la doxycycline : la brucdlose, la
pasteurellose, la borréliose, les rickettsioses, les trépanomatoses, le choléra, la leptospirose, la
fievre Q, les infections pulmonaires et génito-urinaires a Chlamydia et a Mycoplasmes, les
gonococcies et la maladie du charbon. La doxycycline possede également une activité
antiparasitaire sur Plasmodium. En dermatologie, la doxycycline est indiquée dans 1’acné et la

rosacée [9].

[.2.7. Contre-indications:

Outre les contre-indications précitées, la doxycycline est contre-indiquée en cas d’allergie
aux cyclines. Les patients sous traitement par anti-vitamine K doivent faire 1’objet d’une
surveillance rapprochée de I’International Normalized Ratio (INR) afin d’adapter, si nécessaire, la

posologie du traitement anticoagulant pendant et aprés le traitement antibiotique [24].
|.2.8. Effets secondaires:

Les effets secondaires de la doxycycline sont peu fréguents et conduisent rarement a 1’arrét
du traitement. Des troubles digestifs sont souvent décrits lors de la prise per os (nausées,

vomissements et douleurs abdominales). Depuis I’introduction d’un sel monohydraté et la
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suppression de la forme gélule, les cas d’cesophagites et d’ulcérations ne sont pratiquement plus
rapportés[25]. Commetoutes|es cyclines, ladoxycycline est photo-sensibilisante, |a phototoxicité

étant dose-dépendante.

Elle peut également induire une photo-onycholyse [26]. Des réactions cutanées a mécanisme
immunologique ont éé rarement rapportées : angioedeme, érythéme polymorphe, exantheme
macul o-papuleux, dermatite exfoliative. Des cas d’érytheme pigmenté fixe ont permis d’observer

une sensibilité croisée avec la minocycline.

Plusieurs cas documentant 1’aggravation et |le déclenchement de novo d’un psoriasis par la
doxycycline ont également été publiés. Des accidents graves et exceptionnels ont aussi été decrits
. pustul ose exanthématique aiguégénéralisée et syndrome de Stevens-Johnson. Des candidoses
vaginaes peuvent survenir chez environ 1 % des femmes. Des maux de téte, des troubles du
sommeil, ainsi que de rares cas d’anémie hémolytique, de thrombopénie, de neutropénie ou

d’éosinophilie ont été rapportés. [27]

|.3. Lysozyme:
1.3.1. Définition:

Le lysozyme ou « muramidase » est une protéine globulaire de 129 acides aminés, connue
pour sa capacité a dégrader l'architecture polysaccharidique de nombreux types de parois
cellulaires, pour la protection contre les infections bactériennes [28]. Il est trouvé dans plusieurs
sources telles que les sécrétions du corps humain (larmes, les secrétions nasales et la salive), dans
lestissus végétaux et chez les animaux de grandes proportions dans le blanc d'ceuf de poule [29].

Le tableau suivant indigque les différentes sources de lysozyme et leurs quantités.

Tab.l.2. Présentation des différentes Originesdu lysozyme et leur quantité[30].

Sour ce du lysozyme Quantité delysozyme (mg/l)

(Euf de poule (blanc) 3000-5000

Larmes humaine 7000

10
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Salive humaine 150-200
Lait maternel 15-500
Lait de vache 0.13-0.3
Jus de chou-fleur 28

Le lysozyme subdivise en trois types :
Type « C » ou (chiken) : la plupart des Vertébrés dont les Mammiféres ; archétype : ¢’est
le lysozyme du blanc d’ceuf de poule (le plus intéressant dans cette étude).
Type « g » ou (Gosse) : décrit initialement dans le blanc d’ceuf d’oie, aussi dans les ceufs
de nombreuses espéces d’oiseaux, majoritairement avec le lysozyme de type C.
Type « i » ou (invertébré) : premiére séquence décrite chez un mollusque bivalve marin
Tapes japonica, il est présent au moins dans les phylums des Mollusgques, Annélides,
échinodermes, Nématodes et Arthropodes [31].

|.3.2. Etapesimportantes dans la découverte du lysozyme

L'activité antibactérienne du blanc d'ceuf de poule a été décrite pour la premiere fois par
Laschtschenko en 1909. Il a été caractérise et nommé «lysozyme» par Alexander Fleming, la
méme personne creditée pour la découverte de la pénicilline [32]. La découverte de |'alctivité
enzymatique a été accidentelle; au cours de I'expérience sans rapport, des gouttes nasales ont été
introduites par inadvertance dans une boite de Pétri contenant une culture bactérienne, laguelle
culture a par conséquent présenté les résultats d'une réaction enzymatique encore inconnue.
L'observation de cette réaction inconnue a conduit a des recherches supplémentaires sur les
composants de cette réaction ainsi qu'a l'identification correspondante du nouveau «ysozyme.
En 1965, David C. Phillips et ses collegues ont déterminé la structure tridimensionnelle du
lysozyme aune résolution de 2 A [33]. Letravail de Phillips était particuliérement révolutionnaire
puisque Phillips avait réussi a élucider la structure d'une enzyme par cristallographie aux rayons
X - unexploit qui n'avait jamais été accompli auparavant. Lesrecherches de Phillips ont également

conduit & une hypotheése structurelle de son mécanisme d'action [34].

11
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.3.3. Structure:

Le lysozyme est un polypeptide a chaine unique de 129 acides aminés (chez la poul €)
réticul és avec quatre ponts disulfures. Il hydrolyse les liaisons 3 (1-4) entre |'acide N-acétyl-
muraminique et les résidus de N-acétyl-D-glucosamine dans | e peptidoglycane et entre les
résidus de N-acétyl-D-glucosamine dans la chitodextrine [35].

NAG : N-aceétyl glucosamine
ANAM : acide N acétyl muramique

Liaison 3 1-4
AN

A

\ NAG— A
ANAM . i o
NAG | 3

Chaine peptidique

Pont
interpeptidique

Fig.l.6. Schéma des liaisons entre le NAG et ’ANAM dans e peptidoglycane [36].

La structure tridimensionnelle du lysozyme s’organise en deux domaines Séparés par un
«Sillonx» : Un de ces deux domaines, dénommeé domaine a, est constitué majoritairement d’hélice
a, aors que le second domaine, dénommeé domaine 3, se compose d’une hélice o et d’un feuillet

B antiparallele constitué de trois brins [30].

Cette structure est stabilisée par quatre ponts disulfures. Trois de ces ponts disulfures
impliquant les résidus : Cys6-Cys127, Cys30-Cysl115, Cys64-Cys80 du lysozyme sont des ponts
disulfures intra domaines : les deux premiers se situent au niveau du domaine a et le troisieme au
niveau du domaine 3. Le quatriéme pont disulfureimpliquant lerésidu Cys76-Cys94 du lysozyme
est un pont disulfure entre les domaines a et § [29].

12
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Fig.l.7. Structuretertiaire du lysozyme[30].
[.3.4. Fonction du lysozyme:

L'enzyme est souvent utilisée pour lyser les cellules bactériennes en hydrolysant le
peptidoglycane présent dans les parois cellulaires. Les cellules a Gram-positive sont assez
sensibles a cette hydrolyse car leurs parois cellulaires ont une forte proportion de peptidoglycane.
Les bactéries a Gram négatif sont moins sensibles en raison de la présence d’une membrane
externe et une proportion inférieure de peptidoglycane. Cependant, ces cellules peuvent étre
hydrolysées plus facilement en présence dEDTA qui chéate les ions métaliques dans la

membrane bactérienne externe [37].
Bactérie Gram + Bactérie Gram -

Membrane plasmigue
Periplasme
Peptidoglycane

Membrane plasmigue

Peptidoglycane

Membrane externe
Espace périplasmigue

£

Epaisseur paroi: 10-80 nm Epaisser paroi: 2-3 nm

Fig.l.8. Présentation de la structure d’une bactérie a Gram positif et bactériea Gram
négatif [38]
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1.3.5. Propriétés biochimiques du lysozyme :

Le lysozyme se compose d'un cceur hydrophobe et d'une couronne hydrophile. Son activité
enzymatique dépend évidemment, des facteurs environnementaux tels que le pH, la température
et la pression osmotique. Ces dépendances sont différentes pour chaque type de lysozyme
[29].L'activité du lysozyme est une fonction alafois du pH et de la force ionique. L'enzyme est
active sur une large gamme de pH (6,0-9,0). A pH 6,2, I'activité maximale est observée sur une
plus large gamme de forces ioniques (0,02-0,100 M) qu'a pH 9,2 (0,01-0,06 M) [39].

Cette enzyme est tres stable dans une large gamme de température. Le lysozyme en poudre
peut étre conservé pendant de longues périodes (plus de 6 mois) a des températures supérieures a
30 °C sans perdre de son activité. Commele HEWL (Hen Egg white Lysozyme) comporte 4 ponts
disulfures entre les cystéines 6-127, 30-115, 64-80 et 76-94, cette molécule est inhabituellement
compacte et considérablement thermostable. La présence des ponts disulfure explique auss la
capacité du lysozyme a résister aux hautes pressions. Le lysozyme fait aussi partie des rares
enzymes ayant un godt sucré. Des expériences de mutagenese dirigée ont d'ailleurs été e ffectuées
afin de déterminer par quels mécanismes. Cette protéine active les récepteurs du godt [29].
Masse molaire : 14,3 kDa = 14300 g/mol [40]. Point isoélectrique (pl): 11.35[41].

[.3.6. M écanisme d'action du lysozyme::

Comme indiqué ci-dessus, le lysozyme est une enzyme qui digere la paroi cellulaire des
bactéries, en coupant le lien glycosidique (1-4) entre une molécule NAM et une molécule NAG,
d'une chaine de polysaccharides NAM-NAG. La coupure se fait entre le carbone 1 du NAM et le
carbone 4 du NAG (Fig.l.9).

Site de clivage
du lysoay me

s CH,O0H H,0H CH,OH
H /L—‘ 0 H i— [¢ X ¢ I v]
H . H

"ol o m TN O H O~ KNoH H
H H
a2
H  NH—C—CH, /H NH—C—CH; H NH—C—CH
0 P 0 )
CH,CHCOO0™ CH;CHCO0™
NAG NAM NAG NAM

Fig.l.9. Structuredu PG et site de clivage du lysozyme [29].
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Des lysozymes peuvent aussi couper des polysaccharides naturels (ex : chitine) ou
synthétique (ex : poly NAG). En plus d'étre la premiere enzyme dont la structure en 3 dimensions
a été dlucideée, le lysozyme est la premiére enzyme dont un mécanisme d'action a été propose. Le
mécanisme propose par Philips a été largement reconnu comme un paradigme pour le clivage des
substrats du lysozyme et ce n'est qu'en 2001 que ce mécanisme pris en exempl e dans de nombreux
ouvrages scolaires, a été corrigé en montrant |'existence d'un intermédiaire covalent substrat-

enzyme.

Il'y a6 sites de liaisons nommeés de A a F ou se fixent les différents cycles glycosyles du
substrat. Le site de coupure se situe entre les sites D et F (Fig.1.10). La (Fig.l.11) montre la
séguence réactionnelle menant au clivage du PG par le lysozyme. La molécule de PG se trouve
associée avec le site de fixation de I'enzyme (binding site).

Fig.l.10. Interaction du lysozyme avec le PG [29].

15
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Fig.l.11. Séquence deréaction de glycosyle hydrolase per mettant uner étention de

configuration anomérique (ex : lysozyme) [29].

Un proton du résidu Glu 35 vient attaquer I'oxygene glycosidique menant au clivage de la
liaison C1-O. L'ion oxocarbenium formeé aboutit immeédiatement a une liaison ester covalente avec
une seconde chaine carbosylate (I'Asp 52). Laliaison ester est ensuite hydrolysée par une molécule
deau. De par des effets d'encombrements stériques, I'attague nucléophile peut uniquement se
produire du coté  du centre anomérique, il en résulte une rétention de configuration anomérique
(Fig.l.11).

Leslysozymes de divers organismes ne different pas uniquement par leur structure mais aussi
par leurs mécanismes d'action. Tandis que les lysozymes de type ¢ (dont le HEWL) conservent la
configuration anomérique, les lysozymes de type g et les lysozymes phagiques hydrolysent le
substrat en inversant la configuration anomérique. Laliaison au substrat et |'activation des enzymes
inversant la configuration est trés similaire a celles gardant la conformation (Fig.l.12).

16
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Fig.l.12. Séquence deréaction de glycosyle hydrolase inver sant la configuration
anomérique[29].

Toutefois, le mécanisme réactionnel est tres différent et nimplique pas dintermédiaire
covaent. Laliaison glycosidique est clivée par un proton de I'acide carboxylique (Glu 73 pour le
GEWL (Goose Egg White Lysozyme) et Glu 11 pour T4L). Une molécule d'eau a proximité du
carbone anomérique est activée par une liaison hydrogéene au groupement carboxyle (Asp 20 pour
T4L) qui sert de base catalytique. L'eau attague le carbone anomérique du coté a par un simple

mécanisme de déplacement résultant a une inversion de configuration [29].
[.3.7. Domaine d’application :

Le lysozyme étant largement reconnu pour ses propriétés antibactériennes et antifongiques,
il a une grande variété dutilisations a la fois dans des applications biochimiques et
pharmaceutiques. En biologie moléculaire, le lysozyme est souvent utilisé dans la procédure de
lyse alcaline pour extraire et isoler 'ADN plasmidique.

Il est largement utilisé dans le domaine pharmaceutique pour détruire les bactéries a Gram
positif, et peut étre utilisé pour soutenir les défenses immunitaires déja existantes pour |utter contre
les infections bactériennes « antibiotique endogene ». Cette enzyme est particulierement

importante pour prévenir les maladies bactériennes chez les nourrissons.

En raison de ses propriétés antibactériennes, le lysozyme peut également étre utilisé comme

conservateur naturel dans I'industrie alimentaire pour aider aprévenir ladétérioration des aliments

17
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(en fromagerie pour limiter la prolifération des bactéries butyriques dans les fromages, dans la

conservation de laviande, du poisson des fruits et |égumes frais [42].

1.3.8. Méthodes d’extraction de lysozyme de blanc d’ceuf de poule :
1.3.8.1. Systeme biphasé aqueux (ATPS) :

Lorsque deux solutions aqueuses de certaines incompatibles substances, telles que le
polyéthylene glycol (PEG) et le dextrane ou PEG et sel, sont mélangés au-dessus d'une
concentration critique, une séparation de phase liquide-liquide se produit. Le mélange des
protéines gjoutées a ce systeme adeux phases ont tendance a se partitionner inégal e entre les phases
permettant ainsi 1’extraction d'une protéine particuliere. Les techniques de séparation sur la base
de ce partage sont connues sous le nom de systéme biphasé agueux (ATPS). La partition
différentielle est entrainée par les interactions de van der Waals, hydrophobe, hydrogene et

ioniques entre les biomol écul es et |a phase environnante.

Par conséquent, la partition peut étre influencée par les concentrations et la masse moléculaire
du polymere formateur de phase, la concentration du sel formateur de phase, le type et la
concentration des sels gjoutés, latempérature et le pH. Le poids moléculaire, laforme, les sitesde
liaison spécifiques et I'hydrophobicité de surface des biomolécules affectent également le
comportement de partition. En fait, les propriétés de surface, telles que la charge superficielle de
les biomol écules sont probablement les facteurs les plus importants affectant les performances de
separation. Les sels gjoutés (Ex : Phosphate, citrate et sulfate de sodiume) affectent la répartition
des protéines dans I’ATPS en raison de la distribution différentielle desions de sel dans |es deux
phases. Les sal's gjoutés contiennent des ions avec différents hydrophobies, c'est-a-dire desions a
différentes positions dans e Hofmeister ou série lyotropique, qui peut diriger le comportement de
partitionnement des protéines. Les anions ou les cations les plus hydrophobes, conduiront la
partition de leurs contre-ions ala phase la plus hydrophobe et Ies co-ions les moins hydrophobes

seront forcés de se répartir vers la phase la plus hydrophile [43].
1.3.8.2. Adsorption :

Certains adsorbants ont été appliqués pour la séparation du lysozyme, comme la couche de

poly-dopamine imprimée en lysozyme sur une microsphere de SiO fibreux, nanoparticules
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magnétiques modifiées par poly (4-styrenesulfonate de sodium), membranes nano fibreuses de
cellulose carbonylée et ainsi de suite. Cependant, sa structure cyclique spéciale et sa grande taille
moléculaire conduisent a une capacité d'adsorption plus faible. Heureusement, réticulé au
tétrafluorotéréphtal onitrile des polymeéres poreux de cyclodextrine (P-CDP) ont beaucoup attiré
I'attention du public en raison du taux d'extraction rapide et de |a capacité d'absorption éevée.

Etant donné que les P-CDP ont une capacité d'absorption élevée et que p-CD pourrait supprimer
I'agrégation du lysozyme, les P-CDP ont été choisis comme adsorbant. De plus, I'introduction de
groupe carboxyle peut améliorer I'adsorption non spécifique du lysozyme et la déprotonation du
carboxyle peut augmenter la charge négative de surface de matériel. On sattend a ce que la
fonctionnalisation carboxyle des P-CDP conversion d'un groupe nitrile en carboxyle par hydrolyse
catalysée par une base peut encore amélioré la capacité d'adsorption du lysozyme via adsorption

non spécifique et attractions éectrostatiques.

Il existe diverses protéines dans le blanc d'ceuf, dont principalement I'ovalbumine (54%),
conalbumine (12%) et lysozyme (3,4%). A cause de haute teneur en lysozyme, le P-CDP-COO
tel que préparé appliqué a l'extraction du lysozyme du blanc d'ceuf de poule. Donc il y atrois
protéines principales dans la solution de blanc d'ceuf diluée, deux protéines dans le surnageant
aprés extraction, et seulement lysozyme dans la solution éluée. 1l est montré que P-CDP-COO™
peut adsorber sélectivement le lysozyme du blanc d'ceuf et 1e lysozyme extrait est de haute pureté
[44].

1.3.8.3. La chromatographie colorant-ligand

La chromatographie colorant-ligand a une importance dans la purification des protéines, a la
fois pour le laboratoire et des séparations a grande échelle, car elle assure une spécificité élevée,
pureté et récupération en une seule étape chromatographique. Les réactifs colorants contiennent
des groupes polaires et non polaires et peuvent interagissent avec les protéines par voie
hydrophobe et forces électrostatiques. Les composés réactifs colorants se lient les proténes de
haute affinité, bien que la capacité de liaison et |a spécificité varie selon les composés colorants.
Dansdes éudes antérieures, L e chitosane est connu comme un adsorbant efficace dans|'adsorption
des protéines parce que les groupes aminés (—NH2) sur les chaines de chitosane peuvent servent

des sites d'interaction électrostatiques. Parmi les colorants-ligand connus, le Bleu-4 et Rouge-120
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immobilisés des membranes polyHydroxyethylmethacrylate/ chitosane (pbHEMA / chitosane) ont
été utilisées pour la séparation et purification du lysozyme a partir d'une solution pure de lysozyme
et de blanc d'ceuf, respectivement. Les effets de valeur de pH, température, force ionique,
isotherme d'adsorption et les paramétres thermodynamiques des systémes ont été éudiés en
utilisant une solution pure de lysozyme dans un systéme par lots. Finalement, la pureté du
lysozyme élue a é&té déterminée par HPLC [45].

|.4. Conclusion :

On conclure que ladoxycycline présente un large spectre d’action sur des bactériesa Gram

positif et négatif, des germes intracellulaires et sur Plasmodium.

La doxycycline est fortement absorbée (95%) au niveau intestinal, sa distribution tissulaire
est largedont le (V4=0.7 L/ Kg), elle est éliminée pendant 3 jours dans lesféces et par voie urinaire,

donc elle prescrite méme dans le cas d’insuffisance rénale.

Elle est indiquée contre les maladies infectieuses (le choléra, fievre Q, les infections
pulmonaires...), aussi pour traiter des problémes dermatologiques (I’acné et la rosacée). La
doxycycline est contre-indiquée en cas d’allergie aux cyclines. Les effets secondaires de la
doxycycline sont peu fréquents et conduisent rarement al’arrét du traitement

Concernant lelysozyme, il est actif contreles cellulesa Gram-positive acause delaprésence
d’une forte proportion de peptidoglycane dans leurs parois cellulaires. Les lysozymes de divers

organismes different par leur structure, proportion, aussi par leurs mécanismes d'action.

La stabilité¢ de lysozyme d’ceuf de la poule est expliquée par la présence des quatre ponts
disulfures dans son structure tridimensionnelle et par son résistance aux facteurs

environnementaux : hautes pressions osmotiques et sur une large gamme de pH de température.

On avu trois méthodes d’extraction de lysozyme: L’ ATPS I’adsorption, la chromatographie
colorants-ligand. L'ATPS est avantageux en raison du teneur en eau des deux phases, ce qui
signifie une biocompatibilité élevée et faible tension interfacial e, taille moléculaire minimisant. La

capacité d’adsorption de lysozyme peut étre affectée par son structure et taille moléculaire, et par

20

—
—



Chapitre | Généralité sur ladoxycycline et le lysozyme

le choix du polymére adsorbant. La chromatographie colorant-ligand permettre la purification et

la séparation des protéines, alafois pour le laboratoire et a grande échelle.
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[1.1. Introduction :

L’encapsulation a pour but d’augmenter la stabilité, masquer les godts indésirables et
améliorer les propriétés de libération des composés thérapeutiques et permettre I'administration
de médicaments spécifiques.

La nature des matériaux et le procédé d’encapsulation permet de spécifier la taille des

particules a obtenir, ainsi leurs profile de libération.
[1.2. Généralités:

L’encapsulation est un procédé permet I’emprisonnement de principes actifs sous formes
solide, liquide ou gazeuse au sein d’un matériau support. Elle résulte donc en la préparation de
particules individualisées constituées d’un matériau enrobant contenant un principe actif. La
matrice enrobante représente une barriére permettant 1’immobilisation, la fonctionnalisation, la

structuration et la protection du principe actif ainsi que le contréle de sa libération.

Lapremiére application basée sur latechnol ogie de I'encapsul ation a été commercialisée dans
le domaine de I'imprimerie. Il sagit du papier carbone sans carbone aussi appelé « papier

autocopiant » permettant la duplication d'un texte ou d'une figure sous I'effet d'une faible pression.

Ce produit contient des microparticules de colorant réalisées par coacervation complexe entre
la gélatine et la gomme arabique qui se brisent sous I'effet de la pression d'une téte d'imprimante
ou d'un stylo. A lafin des années cinguante la technologie de la microencapsulation fut utilisée
dans le domaine pharmaceutique pour les médicaments analgésiques a libération prolongée par
exemple, ainsi que pour d'autres applicationsindustriellestelles queles colles. Au cours des années
qui suivirent, la microencapsulation devient un domaine de recherche dynamique tant au niveau

académique qu’industriel [46].

La microencapsulation regroupe I’ensemble des techniques permettant 1’obtention de
particules dont la taille est comprise entre 1pm et 1000um contenant une substance active solide,

liquide ou gazeuse.

[1.3. Typesdemicroparticules:

Les microparticul es peuvent étre classées en deux catégories selon leur microstructure :
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Microcapsules : particules sphériques du type coeur-couronne ; Le cceur étant constitué de
la substance active a encapsuler, et la couronne enveloppe solide formée par ’agent
encapsulant. Chague microcapsul e constitue un systeéme réservoir proprement dit.
Microspheres : sont constituées d’un réseau polymére dans lequel est dispersée la
substance active a 1’état moléculaire ou particulaire. Cette structure est dite « systéme
matriciel ». [47]

Ceeur Substance active encapsulée

Couronne Agent encapsulant

Microcapsule Microsphére
(systéme réservoir ou cosur-courone) (systéme matriciel)

Fig.ll1.1. Classesdesmicroparticuleset leur microstructure[47].

[1.4. Matériaux d’encapsulation :

La membrane protectrice des microparticules peut étre formée d'une monocouche ou

d'une multicouche quelle que soit leur microstructure. Le choix d’une membrane est effectué sur

- Charge électrique de surface.
- Mouillabilité.

- Porosité.

- Tortuosité des pores.

- Degré de gonflement..

Les matériaux utilisés pour obtenir ces structures sont nombreux et variés. Nous pouvons les

classer dans | e tableau suivant [48]:




Chapitrell : L’encapsulat
Tab.l11.1. Principaux matériaux d’encapsulation [49]
Typesde Exemplesde Exemplesde
matériaux matériaux Procédé utilisables domaine
d’encapsulation d’encapsulation d’application
o Coacervation ssmple et Arome, parfum,
Géatine . _
complexe pharmacie, papeterie
Biomeédical, Arome
cosmétique, parfum,
polymeér es Alginate de sodium Coacervation complexe pharmacie
d’origine (libération entérique)
naturelle Coacervation complexe )
_ o pharmacie
Chitosane Nébulisation o .
(libération gastrique)
Lit d’air fluidisé
Amidon Nébulisation Alimentaire
Ethylcellulose
Hydroxypropylcellulose o
vd I Coacervation ssimple o _
roxypro armacie
YETOXYPIORY Nébulisation o
. méthylcellulose . o Biomeédical
Polymeres Lit d’air fluidisé
. Phtalate )
cellulosiques Evaporation du solvant
d’hydroxypropyl
méthylcellulose
. _ Neébulisation
copolymeéres acryliques _
] _ Lit d’air fluidisé Pharmacie
et méthacryliques _
Evaporation du solvant
Polyol éfines o _
_ Chimie, biomédical,
copolymeéres (acrylo-) ) o
o Evaporation du solvant phytosanitaire
vinyliques
Polymeéresde _ :
. Polycaprolactone Nébulisation Pharmacie,
synthése -
polymeres d’acides Lit d’air fluidisé vétérinaire
lactiques et glycoliques | Coacervation ssimple

——
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Evaporation du solvant

corps gras solides cosmétique, chimie,

Glycérides Hot-melt pharmacie, textile,
Leslipideset cires (d’abeille, de Lit d’air fluidisé vétérinaire,
ciresminérales carnauba...) alimentaire

ciresminérales

[1.5. Composés encapsulés:

Plusieurs grandeurs sont employées pour caractériser le procédé d’encapsulation et par

suite la particule obtenue, on citera:

- Lerendement d’encapsulation

m(meéc 0 () x 100

rendement d’encapsulation = - .
m(pel +p a 11 )

- Lateneur en principe actif ou taux d'encapsulation

teneur en principe actif = taux d’encapsulation = ml(]? 3 = ; (g))(g) x 100

- L’efficacité d'encapsulation

efficacité d’encapsulation = m_d ,a . ® y 100
m d’a i1 (®

Du fait de leur structuration, la teneur en principe actif encapsulé peut étre trés élevée dans
les microcapsules, de I'ordre de 85 a 90% (rapport massique). Celles rencontrées dans les

microspheres sont plus faibles, de I'ordre de 20 a 35 % au maximum [49].

[1.6. Objectifs:

Le recours a I’encapsulation est effectué pour plusieurs raisons. En premier lieu, il s’agit
de protéger les produits de I’environnement et en deuxiéme lieu de maintenir leurs caractéristiques
et propriétés : antioxydantes, odorantes, colorantes, pharmacologique, etc. Parmi ces objectifs

recherchés:

——
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>

Préserver un principe actif ou une substance du milieu extérieur lors de la fabrication d'un
produit. La substance encapsulée peut alors sans dégradation subir divers procédés de
fabrication comme des cuissons, des extrusions, des stérilisations.

Transformer un liquide en solide. En effet, lors de |'encapsulation d'un produit liquide.
Celui-ci est transformeé en poudre de granulométrie plus ou moinsfine ; on obtient alors un
pseudo-solide.

Faire varier la masse volumique d'un liquide en I'encapsulant. Ce faisant, on peut obtenir
gu'un produit dense flotte ou bien gu'un produit Iéger coule.

Diminuer la volatilité d'un produit possedant une forte tension de vapeur. Ceci est valable
par exemple pour les arbmes dans les préparations culinaires.

Obtenir une diffusion contrdlée d'un produit actif. Ceci est surtout valable dans les formes
pharmaceutiques, afin d'obtenir des médicaments a effet retard.

Séparer deux produits incompatibles devant se trouver dans un méme mélange. De cette

facon, on peut faire coexister deux produits réactifs [50].

[1.7. Avantages et inconvénients d’encapsulation :

[1.7.1. Avantages:

De nombreux Principes actifs, tant hydrophiles que lipophiles peuvent étre encapsul és dans
des microparticules polymériques, et ce, avec un bon rendement d’encapsulation.
L’augmentation de la stabilité des ingrédients sensibles.

la conversion des liquides en poudres fluides.

le masquage d'odeur, du golt ou d'activité des matériaux encapsulés.

ladiminution de la vitesse d’évaporation de la matiére active volatile;

laformulation des principes actifs utilisés en tres petites quantités;

lalibération contrdlée ou ciblée de composants actifs.

Modifier et maitriser le profil de libération d'une matiére active pour obtenir, par exemple,

un effet prolongé ou déclenché

[1.7.2. Inconvénients:

Toutefois les microparticules ont également quel ques inconvénients:
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La plupart des techniques de production impliquent 1’utilisation de solvants organiques.

Des résidus de ces solvants peuvent donc se retrouver dans les microparticules.

La dégradation de certains polymeres comme les PLGA crée un micro-pH acide qui peut

endommager certains principes actifs comme | es peptides et |es protéines.

Le profil toxicologique de bon nombre de polymeres est incertain [51].

[1.8. Procédés de microencapsulation :

Les microparticules peuvent étre obtenues de plusieurs fagons, suivant lataille désirée et les

propriétés physi co-chimiques du principe actif encapsulé. On distingueratrois grandes familles de
procédés d'obtention (Tableau 11.2) :

* procédés physico-chimiques.

* procédés chimiques.

* procédés mécaniques [52]

Tab.ll.2. Classification des procédés de microencapsulation [52].

Procédés Techniques Quelques exemples de Lataillede Typesde
d'encapsulation polyméres microparticules | microparticul
obtenues -es obtenues
Coacervation Gélatine ; méthylcellulose ;
simple pectine : acool polyvinylique | 2 - 1200 um Microcapsule
Physico- : acetophtal ate de sodium
chimques Coacervation Gélatine/gomme arabique ; et
complexe gélatine/acide polyacrylique : | 2— 1200 um
gélatine/a ginate de sodium... Microspheres
Hot-melt ou
gélification Cire de carnatiba 30— 300 pm Microspheres
thermique

27

——
—




Chapitrell : L’encapsulat
Poly(acide lactique) :
poly(acide glycolique) ;
Evaporation de polystyrene;;
solvant poly(méthacrylate de 0,5-200 pm Microspheres
méthyle) ; éhylcellulose:
copolymere (acide
lactique/acide glycolique)...
Polyamides : polyesters;
Polymérisation polyuréthanes ; polyurée... | 2—2000 pm Microcapsules
interfaciale
Dérivés acryliques :
Chimiques Polymérisation poly(méthacrylate de
insitu (en milieu méthyle) : dérivés du 2—2000 um Microspheres
dispersé) polystyrene...
Alginates ; dérivés
Litdair fluidise cellulosiques : dérivés
méthacryliques ; sucres
(application dans I'industrie | 35— 5000pum Microcapsules
alimentaire)
M écaniques
Colloides hydrophiles:
Nébulisation gomme arabique : dérives | 200 — 800um Microsphéres
(spray-drying) cellulosiques ; gélatine...
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11.8.1. Procédés physico-chimiques:

[1.8.1.1. Techniques de coacervation :

Les techniques de coacervation Sappliquent a des solutions colloidales de substances
macromoléculaires : |e terme coacervation décrivant un changement de solubilité des solutions de
colloides. Le procédé d'encapsulation par coacervation est décrit dans la Figure |. 2. La premiéere
étape consiste a disperser le produit a encapsuler dans une solution colloidale (étape 1). Puis, on
modifie la solubilité du colloide (étape 2). || existe différentes facons de modifier la solubilité des

substances macromol éculaires comme :

* la variation de pH.

« lavariation de concentration.

« la variation de laforceionique (activite).
* la variation de température.

* I'addition d'un non-solvant.

« I'addition d'un polymeére incompatible.

0000
ogoo

o o
1 — dispersion du 2 — formation du 3 — dépdt du coacervat 4 - renforcement de
principe actif dans la coacervat ou séparation et formation d'un I'enveloppe
solution de polymére de phase enrobage

Fig.Il1.2. Principe del’encapsulation par coacervation [52].

L es substances macromol éculaires devenant moins solubles se regroupent pour former des

gouttel ettes appel ées coacervats.

Tab.l1.3. Polymeres, solvants, agents de coacer vation utilisés dans les méthodes

d’encapsulation par coacervation [52].

Polymere Solvant Agent de coacervation
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Ethanol, Selsionique de Na*, K*, NH4*

Gélatine Eau
Méthylcellulose Eau Acétone, électrolytes
Pectine Eau Isopropanol
Alcool polyvinylique Eau Propanol

(PVA)

Acétophtalate de cellulose Eau Di-sodium hydrogénophosphate
Ethylcellulose Dichlorométhane Addition d’un non solvant (n-hexane)

Carboxymeéthyl cellul ose et Addition d’un non solvant, éther éthylique

Acétate d’éthyl
poly(d,1-acide lactique) cetate € ctyle

Coacervation interfaciale induite par la

Nitrate de cellulose Ether nature agueuse du produit encapsule

Addition d’un polymeére incompatible
Polyéthylene-co-acétate | Toluéne chaud . . .
(polybutadiene, polyméthylsiloxane) et
devinyle . .
abai ssement de la température

11.8.1.2. Technique de gdlification thermique ou Hot-melt :

Le procédé de gélification thermique d’émulsion est réalisé a une température supérieure a la
température de fusion du matériau enrobant. Le principe actif est dissout ou dispersé dans ce
matériau fondu. Cette phase est ensuite émulsionnée au sein d’une phase dispersante préal ablement
chauffée alaméme température. Cette méthode est applicable al’encapsulation de principes actifs
hydrophiles et lipophiles, en prenant en considération quele principe actif nedoit présenter aucune
affinité avec la phase dispersante. A cet effet, pour les substances lipophiles 1’cau distillée est
généralement choisie comme phase dispersante, tandis que pour les substances hydrophiles les
huiles de silicone sont utilisees. La solidification des globules dispersés est obtenue en

refroidissant brutalement le milieu.

Les microspheres obtenues suivant ce procedé ont une taille de 30pum a 300um en général.

Elles ont une teneur en principe actif de 1’ordre de 20%.
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L’inconvénient réside en laformation de formes cristallines non souhaitées et 1’altération
physique des microsphéeres au cours du refroidissement. Cette technique peut étre utilisée avec
des matiéres actives a encapsuler trés fragiles comme par exemple les levures en choisissant des

matrices enrobantes caractérisées par un point de fusion peu éevé (environ 35°C) [49].

At d'unin phase

Miandriau fondu dispersande & hassa
O tomperaiung
ERIT
L] < .'r

(@ disparsion ‘b1 solidification

Fig.I1.3. Schéma de principe du procédé d'encapsulation par géification
Thermique [49].

[1.8.1.3. Technique par évaporation de solvant :

Cette technique permet d'encapsuler une grande variété de principes actifs solides ou liquides,
hydrophiles ou lipophiles. Suivant la nature du principe actif, on obtient des systémes réservoirs
ou matriciels. Le principe général de la technique d'évaporation de solvant est le suivant : il y a
toujours un solvant X du polymeére constituant |a phase adisperser et un solvant Y servant de phase
continue. On choisit toujours un couple de solvants X et Y possédant une faible miscibilité
réciproque (quelques %). Dans un premier temps, le solvant X de la phase dispersée diffuse vers
laphase continue (solvant Y). Dansun deuxiemetemps, il y aévaporation du solvant X al'interface
entre le milieu en suspension et le milieu atmosphérique. 1l faut donc choisir le solvant X en
fonction de sa miscibilité avec le solvant Y et de sa volatilité. Il est préférable qu'il ait un point

d’¢ébullitions assez basses et une tension de vapeur €levée.

On peut accélérer I'évaporation du solvant X en maintenant une pression réduite a l'interface

(milieu en suspension / milieu atmosphérique) ou en renouvelant la partie gaz de cette interface.
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Le dichlorométhane est de loin le solvant X le plus utilise. 1l est trés volatil, ce qui favorise son
évaporation et de plus il solubilise un nombre important de polyméres. Son plus grand

inconvénient est satoxicité, d'autant que des quantités notables de dichlorométhane peuvent rester
dans la microcapsul e apres séchage.

Les schémas de principe des deux cas de procédés les plus fréguemment rencontrés sont

détailléssur lesFigures 1.4 et 11.5.

Solvant X

+ Polymere Solvant Y

+ Principe actif solide
ou soluble

Phase dispersée Phase continue

\

Emulsion

l

Diffusion et évaporation du solvant X

l

Microsphéres

Fig.I1.4. Schéma du procédé de microencapsulation par évaporation de solvant pour
principe actif solide ou soluble dansla solution de polymeére. [52]

Le premier cas concerne les principes actifs solides ou les principes actifs solubles dans la
solution de polymére. Ainsi on a dans la solution de polymére soit la formation d’une dispersion
du principe actif solide, soit la solubilisation du principe actif. La dispersion (principe actif solide
solution de polymére) ou la solution (principe actif 4. polymere) est ensuite dispersée dans un

——
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solvant non miscible qui constitue la phase continue d'une émulsion (Figure 1. 3). Une fois le
solvant X du polymere évaporé (apres sa diffusion a travers la phase continue), on obtient un
systeme matriciel. Le principe actif étant inclus dans une matrice dense. Généralement. 1l reste des

traces de solvant du polymeére dans les parois des microcapsules [52].

Solvent Y Solvent X
+ Principe actif + Polymére
Phase disper sée Phase continue

\l/

Emulsion Solvant Y
primaire
Phase disper sée Phase continue

Emulsion secondaire

(Emulsion complexe)

l

Diffusion et évaporation du solvant X

l

Microcapsules

Fig.I1.5. Schéma du procédé de microencapsulation par évaporation de solvant pour

principe actif non soluble dansla solution de polymére. [52]

Le second cas concerne les principes actifs liquides non miscibles dans le solvant du
polymeére. Le schéma de principe est présenté dans la Figure L 4. 1l y a dans un premier temps
formation d'une émulsion primaire. Le principe actif est disperse dans la solution du polymere.

Ensuite I'ensemble de cette émulsion primaire constitue la phase a disperser de |'émulsion
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secondaire. On prépare |'émulsion secondaire en se servant d'une phase continue de méme nature
gue celle du produit actif. Cette émulsion est dite complexe, par exemple eau dans huile dans eau
(E/H/E) si le principe actif est hydrophile. Aprés diffusion et évaporation du solvant du polymeére.
On obtient dans ce cas un systéme réservoir. Lors de laformation de I'émulsion secondaire. Si la
membrane liquide de solution de polymeére n'est pas continue et étanche. Il y aunefuite du principe
actif qui est soluble dans la phase continue. D'autre part, la membrane formee étant poreuse, il ne
faut pas que I'opération dure trop longtemps car le rendement d'encapsulation peut diminuer si la
cinétique de relargage du produit est suffisamment rapide. [52]

Tab.11.4. Exemples de principes actifs hydrophiles et hydrophobes encapsulés par la

meéthode de microencapsulation par évaporation de solvant [52].

Nature du Principe Méthode Polymere de lamatrice
principe actif actif d’encapsulation Enrobante
encapsulé
huile/huile mélange de PLA et PEG
Albumine huile/eau PCL, PLG
de sérum PLGA
Principe actif bovin eau/huile/eau PCL
Hydrophile PCL et PLGA
Insuline huile/huile PLGA
PLGA
eau/huile/eau PLGA
huile/huile Eudragit S 100
Lidocaine
huile/eau PLA et PDLLA
PLA
PLGA
EC
Buproféne huile/eau PLA, PCL, P(LA-bCL)
EC
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Principe actif Eudragit RL, Eudragit
Hydrophobe RS, Ec, polystyréne,
huile/eau PMMA
PLGA
indométhacine
huile/eau et Eudragit RL, Eudragit
eau/huile RS

11.8.2. Procédés chimiques

11.8.2.1 Encapsulation par polymérisation interfaciale:

Cette technique qui est la plus récente, combine une émulsion eau dans huile (E/H) ou huile
dans eau (H/E) et une réaction chimique entre deux réactifs al'interface de la phase continue et de
la phase dispersée. La phase a disperser contient un solvant, un principe actif et le monomere A.
Elle peut étre soit aqueuse, soit organique. La phase continue est constituée d'un solvant et d'un
monomere B. Au départ I'émulsion se fait en I'absence du monomeére B. Ce dernier n'est introduit
gu'a partir du moment ou I'émulsion est stabilisée. La réaction de polymérisation peut ensuite
débuter.

Dans les conditions idéales ou chacun des monomeéres est présent dans une seule des deux
phases (coefficients de partages égaux a 0 ou 1) la réaction de polymérisation démarre
nécessairement a l'interface et forme la premiére pellicul e protectrice des microparticul es appel ée
membrane primaire. Ensuite par diffusion des monomeres a travers la premiére pellicule. La
réaction de polymérisation continue. En pratique, il peut exister un coefficient de partage des

monomeres dans chacune des deux phases.

Des oligomeres peuvent donc se former a l'intérieur des gouttelettes. Deux situations
extrémes peuvent se produire, ce qui explique l'obtention possible de microsphéres ou

microcapsules (Figure 11.6) :

35

——
—



Chapitre Il : L’encapsulat

* les premieres oligomeres formeées sont tres solubles dans les gouttelettes : par conséquent, ils

croissent dans les gouttes jusqu'a former une matrice polymere solide formant ainsi des

microspheres.

* les oligomeres initialement formés sont insolubles dans les gouttelettes de substance a encapsul er
- lorsqu'ils grandissent, ils précipitent al'interface de la particul e dispersée et forment lamembrane

protectrice autour des gouttel ettes conduisant ainsi a des microcapsules. [52]

B B Principe actif 4 encapsuler
Monomeére A ——————»A ..A i B
| o ‘_;
< LA .A e /  Be—t——Monomeére B
Oligomére soluble dans la phase dispersée Oligomére insoluble dans la phase dispersée
8 B / ':f ?/’;
& o A B
B Y IA oA )/ B

Fig.l1.6. M écanisme de formation des microparticules par polymérisation interfaciale. [52]

[1.8.2.2. Microencapsulation par polymérisation in situ :

Un monomeére, le plus souvent vinylique ou acrylique tel le styrene ou le méthacrylate de
méthyle, est solubilisé dans la substance a encapsuler en présence d'un amorceur organosoluble.
Cette solution est émulsifiée dans I'eau a 1’aide d'un tensioactif approprié. La polymeérisation étant

amorcee le polymere résultant, qui doit étre incompatible avec I'eau et plus hydrophile que la
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substance a encapsuler, peut alors se déposer a l'interface phase organique-eau pour former la
couronne de la particule. Pour la consolider, un réticulant tel le divinylbenzéne peut étre utilisé
avec le styréene comme co-monomere. |l faut noter que par cette technique, on obtient trés souvent
laformation de microspheres. Des systémes particuliers, le plus souvent classés parmi les procédés
d’encapsulation in situ sont les méthodes d’encapsulation basées sur l'utilisation de prépolymeres
solubles dans 1’eau. Ces systemes font intervenir des précondensats de formaldéhyde et d'urée ou
de formaldéhyde et de mélamine. La précipitation de ces précondensats solubles dans 1’eau est

induite par chauffage en milieu acide [51].
[1.8.3. Procédés mécaniques:

Les procédés mécaniques, plutdt répandus dans I'industrie agro-alimentaire, sapparentent
souvent aux techniques d'enrobage. Les deux principal es techniques sont celle par lit d'air fluidise

et celle par nébulisation (spray-drying).
11.8.3.1. Lit d"air fluidisé

Dans cette technique, des particules solides sont dispersées dans une solution organique
contenant un polymere solubilisé. Sous|'action d'un tort courant d'air ascendant, ces particul es sont
mises en suspension dans l'air ce qui a pour effet d'évaporer e solvant et d'enrober les particules
de polymere. |l existe différents types d'enduit alit fluidisé comprennent le jet d’air supérieur (a),
lejet inférieur(b) et le jet tangentiel (c) [51].

(b) (c)
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11.8.3.2. Nébulisation (spray-drying) :

La seconde technique. Celle par nébulisation, utilise une solution agueuse de polymeére
contenant un principe actif. Cette phase est injectée par une buse dans un courant d'air chaud. Les
fines gouttel ettes ainsi formées sévaporent trés rapidement dans I'air chaud, donnant une particule

solide.

Nous allons développer plus particulierement les procédés des deux premieres grandes
familles, qui présentent |'avantage de ne pas nécessiter d'équipements importants et particuliers

dont nous ne disposons pas a l'échelle du laboratoire. [51]

Drying chamber

Core particle r

Microcapsule = ™~

Fig.I1.8. Principe de formation de microparticules par la méhode de nébulisation (spray-
drying). [51]
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[1.9. Libération controlée:
[1.9.1. Généralité:

Leterme delalibération contrdl ée englobela délivrance des composés sous ’effet de certains
facteurscommele pH, les enzymes, lalumiére, latempérature, le magnétique, les ultrasons. .. Elle

présente un profil qui correspond a une cinétique dite d'ordre zéro, indépendante du temps.

De plus, le taux de libération dépend des certains paramétres incluant e type de polymere ;
la solubilité et la dose de médicament ; le rapport polymére / médicament ; lataille des particules

du médicament et du polymeére ; et la structure et porosité de laforme de la matrice.

La libération du produit encapsulé peut étre obtenue de plusieurs fagons, on distingue deux

grands types de systémes :

Systemes a libération provoquée ou déclenchée : le contenu de la capsule est obtenu
apres la rupture de la paroi sous I’effet d’une contrainte mécanique (pression osmotique)
ou thermique.

Systémes a libération controlée et prolongée : la libération du produit actif peut étre
contrélée soit par diffusion a travers la paroi (I'épaisseur et la porosité de la membrane
influencent le temps de relargage). Soit par |a dégradation enzymatique ou chimique de la

couche polymere qui devient poreuse et permet la diffusion atraverslaparoi.

[1.9.2. M écanismesde libération

Sur la base des caractéristiques et des propriétés physiques et chimiques du polymere, le
mécanisme de libération du médicament de la matrice polymere peut étre classé en trois systemes

principaux [3] :
[1.9.2.1.Par diffusion :

Le contréle de la libération par diffusion est le mécanisme le plus répandu parmi les systemes a
libération contrdlée. Le principe actif migre de I’intérieur vers la surface de la forme galénique
puis dans le fluide environnant de I’hdte. En général, ces systémes s’appliquent a des molécules

de petite taille et ne sont pas biodégradables.
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11.9.2.1.1. Systéme réservoir (& membrane) :

Le principe actif compacté est situé au centre du systéme (noyau), entouré d’une membrane
polymérique perméable. La diffusion du principe actif s’effectue a travers les chaines
macromoléculaires du polymere quand la membrane est homogéne et non poreuse (majorité des
cas), ou a travers les pores quand elle est microporeuse. L’épaisseur et la perméabilité de la
membrane contrdlent en partie la vitesse de diffusion du principe actif. Ces systémes ont le grand
avantage d’approcher une cinétique de libération d’ordre zéro (transport de type cas II), ou la

vitesse de diffusion est constante. [53]

Polymeére

Médicament >

Temps - 0- Temps -1-

Fig.l1.9. Libération contrélée d’un principe actif par diffusion (systémeréservoir). [53]
11.9.2.1.2. Systéme matriciel (monolithique) :

Comme pour le systéme réservoir, la diffusion du principe actif atravers le polymere est
le facteur limitant. Cette distribution uniforme du principe actif par rapport au polymere est simple
de conception, rendant ains ce systéme peu onéreux a fabriquer. Par contre, la cinétique de
libération obtenue n’est pas d’ordre zéro. Elle est caractéristique d’un mécanisme de dissolution —
diffusion ou lavitesse delibération diminue avec le temps. Plus laconcentration initiale de principe
actif est élevée, plus sa libération est grande. En fait, la quantité de principe actif libérée est
proportionnelle & laracine carré du temps, qui correspond a un transport de type Fickien (cas ).
La diminution de la vitesse de libération du principe actif en fonction du temps s’explique de la

facon suivante. Au début, c’est le principe actif proche de la surface qui est libéré avec une courte

)|
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distance a parcourir pour sortir. Ensuite, c’est le principe actif en profondeur qui prend plus de

temps pour sortir a cause d’un plus long trajet tortueux a accomplir atraversla matrice polymere.

Pour approcher la cinétique d’ordre zéro avec un systéme matriciel, il faut compenser la
distance croissante de diffusion a travers la matrice, par une surface croissante de libération du
principe actif. [53]

La dissolution ou la dispersion de
medicament dans le polymeére

Temps - 0- Temps - 1-

Fig.I1.10. Libération contr6lée d’un principe actif par diffusion (systéme matriciel) [53].

[1.9.2.2. Par |'érosion :

Tout comme dans le systeme matriciel, le principe actif est idéalement distribué de facon
uniforme au sein du polymere. Cependant, le polymere disparait avec le temps par e phénomene
de dégradation — érosion et |e principe actif est libéré.

La dégradation peut s’effectuer selon trois mécanismes principaux qui sont le plus souvent

combinés ensemble:

Polymeres hydrosolubles insolubilises par des réticulations dégradables (Exemple :
polysaccharides).
Polymeres non hydrosolubles solubilisés par hydrolyse, ionisation ou protonation des

groupements fonctionnel s greffés sur les chaines macromol écul aires.
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Polyméres non hydrosolubles solubilisés par clivage des chaines macromoléculaires en
petites molécules hydrosolubles (exemples : PLGA, PCL, POE).

La dissolution ou la dispersion de
meédicament dans le polymere

Temps - 0- Temps - 1-

Fig.I1.11. Libération contrdléed’un principe actif avec le systéme biodégradable [53].

[1.9.2.3. Par éclatement :

Leprincipe actif est dissous ou dispersé au sein de la matrice polymere sans tre capable d’en
sortir. Avec I’entrée du solvant, le polymeére solide a 1’état vitreux, gonfle. La température de
transition vitreuse diminuant, le polymére passe a 1’état caoutchouteux pour ressembler & un gel.
Il se créeainsi un front de séparation gel — solide qui progresse vers le centre du systéme (Figure
10-a). Avec la relaxation macromoléculaire associée a la transition a 1’état caoutchouteux, le

principe actif est alors capable de diffuser vers I’extérieur.

Le systéme a gonflement est particuliérement intéressant pour lalibération de proténes parce
qu’il est le seul type a laisser diffuser ces molécules de masse molaire élevée, grace aux canaux de
fluide présents dans la matrice a 1’état de gel. Le systéme a gonflement typique est I’hydrogel,

polymeére tres hydrophile, qui absorbe e solvant en grande quantité.

Lavitessedelibération du principeactif est proportionnelle acelle de lapénétration du solvant
dans la matrice polymére. A la différence des systémes de libération contrélée par diffusion, le

systéme a gonflement a 1’avantage de donner un type de libération indépendant des propriétés du
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principe actif. Il n’est pas nécessaire ainsi, d’établir une nouvelle formulation pour un principe

actif ayant des propriétés différentes [53].
11.9.3. Cinétique de libération :

Dans les cas ou la libération du principe actif se fait par diffusion a travers la membrane, la
perméabilité de cette derniére est une propriété tres importante dans la mesure ou sa structure
gouverne par la suite la cinétique de libération de la substance encapsulée. Or |a perméabilité de

la membrane dépend de plusieurs paramétres qui sont :

L’¢épaisseur de la membrane.

Lamorphologie de la surface de la membrane.
Ladensité de réticulation la membrane.

Le taux de cristallinité du polymére.

La structure chimique du polymere

Laperméabilité delamembrane est reliée a son épai sseur dans|amesure ou une augmentation
de cette derniere aura tendance a diminuer la vitesse de relargage du principe actif. La densité de
réticulation de la membrane, qui peut étre ajustée par ’emploi d’agents réticulant, permet d’agir
sur la taille des pores, qui joue également un role prépondérant sur la cinétique de libération du
principe actif. Letaux de cristalinité du polymeére, dépendant Iui-méme delavitesse delaréaction
de polycondensation, influe également sur la vitesse de libération de la substance encapsul ée dans

le sens d’une diminution quand le taux de cristallinité augmente.

La plupart de ces parametres sont liés a la nature des monomeéres employes. En effet,
I’épaisseur de la membrane dépend, outre de la quantité de monomeéres utilisée, de la structure
chimique de ces derniers. Ainsi, I’emploi de monomeéres trifonctionnels a pour conségquence
I’obtention de membranes réticulées et donc plus épaisses que lorsque des monomeres bi
fonctionnels sont utilisés. D’autre part I’emploi de monomeéres bifonctionnels permet d’obtenir un

polymeére plus cristallin qu’avec des monom¢éres trifonctionnels.

La résistance mécanique des capsules dépend largement de la taille de ces derniéres, ayant

tendance a diminuer quand la taille augmente. Elle peut étre ajustée via ’emploi d’un agent
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réticulant dans des proportions adéquates. Par ailleurs la résistance mécanique augmente avec

I’épaisseur de la membrane, ce qui sous-entend avec la quantité de monomeres apportee.

Enfin, la résistance thermique des microcapsules dépend directement des propriétés

structurales du polymere qui sont régies par la nature des monomeres sélectionnes [54].

11.9.4. Avantages et inconvénients de la libération controlée:

11.9.4.1. Avantages:

En contrélant la vitesse de libération du PA a partir de la forme pharmaceutique, les formes

alibération prolongée offrent plusieurs avantages par rapport aux autres formes :

Laréduction des prises journalieres.
Accroissement du confort du malade.
Amélioration de |'observance du traitement.

Diminution des effets secondaires indésirables par suppression des pics plasmatiques.

[1.9.4.2. Inconvénients:

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

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

Efficacité faible ou nul s le principe actif est mal absorbé au niveau du site
d’administration ou de libération.

Manque de reproductibilité ou de régularité de la réponse thérapeutique dans certaines
conditions physiologiques

Risgue de toxicité di au relargage de toute la dose pour les principes actifs de faible index

thérapeutique et de toxicité élevée. [54]
[1.10. Conclusion :

On conclure que la microencapsulation permet de préparer des particules individualisées,

constituées d'un matériau enrobant contenant une matiere active. Les particules obtenues se
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divisent en 2 types : les microsphéres et |es microcapsules. La qualité des microparticules dépend

du type de matériau d’encapsulation et le procéde utilisé. Les microparticules préparées par les
procédés d’encapsulation physico-chimiques ont la plus petite taille dont elle est comprise entre

[0.5 et 1200 pm].

Les systemes pharmaceutiques encapsulés a base des biomatériaux donnent une libération
contrdlée d'un principe actif trés peu soluble des microparticules obtenues. Le dével oppement
d'uneformulation alibération contrdl ée permet ainsi de diminuer les effets secondaires du principe
actif et de réduire le nombre de prises en prolongeant |'action analgésique. Cela permet également
de pallier au probleme des principes actifs a faible temps de demi-vie. Afin de controler le
relargage du principe actif au cours du temps, celui-ci est formulé de fagon a étre contenu dans un
"Transporteur de drogue', encapsulé, enrobé ou retenu dans une matrice dou il sera

progressivement libéré.
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[11.1. Introduction :

En vue d’arriver a cerner la question de 1’effet de synergie de 1’action antibactérienne entre les
deux substances, et en raison de la limite de références liées a ce sujet, nous nous sommes limité
a une revue de quelques résultats relatifs a 1’encapsulation séparée des deux substances, la

doxycycline et le lysozyme de certains travaux antérieurs.

Dans un premier temps, nous avons relevé le matériel et méthodes utilisés dans ce genre de
travaux. Dans un deuxieme temps, nous avons recapitul € quel ques résultats en essayant de soutirer

des interprétations.
[11.2. Matériels et méthodes:

Le matérid et méthodes utilisés dans les études relatives a 1’encapsulation du

lysozyme et de la doxycycline sont portés dans | e tableau ci-dessous:

Méthodes de Matériels Méthodes de Réf
prepar ation caractérisation
*(Euf de poule.
ATPS *Anayse SDS-PAGE. | [43]

*PEG (50%w/w; 1500,
6000, 8000, 20000).
*Méthanol (20%).

* Phosphate de sodium
(30%, w/w).

*Citrate de sodium (30%,
wiw).

* Sulfate de sodium (30%,
wiw), *HCI, *NaCl.
*glycérol (20%).
*tampon phosphatel10%.
* Acide acétique (10%)

Extraction de lysozyme
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* t i FT-
* NaOH (30%) Spectroscopie ( [44]
e » IR).
Adsor ption Acidetrifluoroacétique
*B-cyclodextrin polymeres *Chromatographie
(P-CDPs)
*(Euf de poule *HEMA
i *SEM
Chromatographie (2m) [45]
colorant-ligand | « Acide acétique (1%) *HPLC
* NaOH(1%) * Cs(1%)
* NaCl (1M)
* RR-120, -120, RB-4
(300mg), eau (10ml)
g Emulsion * Chlorure de lysozyme de *HPLC [56]
> _
S * Alginate de sodium (200 Corrélation
© .
= KDa, 200 mPa et 80-90%) photonique
B Zetasizer 3000
§ * Chitosane CL 213 (150 (
2 kDa, 80-90%) H3A, Mavem
c | nstruments)
* HPMC (90 SH-4000 SR)
Evaporation de *PLGA:2 (5002, 5002A).
* t ie (FT-IR).
Solvant (émulsion | *PVA (20000-30000). spectroscopie (FT-IR). | [57]
3 E/H/E) *DCM. *EtOH. *NaCl.
G) *Mi ie (Zei
5 = *Rapport glycolide. *FBS croscopie (Zetss
® O . . Sigma 300 VP-FESEM
§ 3 Tampon phosphate.* eau
S X *Doxycycline hyclate
© T Electrospraying *SEM. *DLS [58]
LICJ *PLGAL1(P2-D, P4-D, P2A-
D, P4A-D) FHPLC
* Acetone (0.16 g/mL)

——
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[11.3. Résultats et discussion :

111.3.1. Extraction du lysozyme d’ceuf de poule :

Plusieurs facteurs peuvent intervenir et avoir un impact sur le procédé d’extraction du lysozyme
extrait a partir de I’ceuf de poule. On considérera, dans ce qui suit quelques paramétres essentiels

pour I’obtention du lysozyme.
[11.3.1.1. Effet du type de sl sur I’extraction du lysozyme::

Dans la préparation de lysozyme, il a été noté 1’usage nécessaire d’un sel conduisant a
I’obtention du lysozyme par extraction liquide-liquide. Ainsi, lors des travaux, quelques types de
sels ont été testés en se basant sur leur impact sur le procédé d’extraction. Dans ce qui Suit, on a

reporté dans le tableau III.1 la variation de I’activité du lysozyme en fonction du sel employé.

Tab.lI1.1. L influence de la nature du sel sur |'activité du lysozyme [43].

Poidsdu PEG Sel Activité du lysozyme
(10% , w/w) (12% , wiw) (unité/ml)
Phosphate 2300
PEG1500 Citrate 3700
Sulfate 6350

Les valeurs du tableau 11.1 montrent que 1’activité du lysozyme varie sensiblement avec la
nature du sel utilisé. En effet, on peut observer que ’activité du lysozyme augmente de 2300 u/ml
pour le cas du sel de phosphate a 6350 u/ml pour le cas du sel de sulfate, en passant par 3700 u/ml
pour le sel decitrate. Dela, on peut dire quele sulfate est |e mieux adapté pour donner un lysozyme

de haute activité.
[11.3.1.2. Effet du poids moléculaire de PEG :

Un autre facteur qui pourrait avoir son influence sur le procédé d’extraction du lysozyme est le
polyéthyléne glycol (PEG). Dans le tableau I11.2, on a reporté les résultats relatifs a I’'influence du
type du PEG sur la nature du lysozyme obtenu.
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Tab.111.2. Effet du typedu PEG [43] :

Poidsdu PEG Sdl formateur de Activitédu
(10% , wiw) phase lysozyme
(12%, w/w) (unité/ml)
PEG 1500 Sulfate 7200
PEG2000 Sulfate 8800
PEG6000 Sulfate 2900
PEG20000 Sulfate 3800

En maintenant le méme type de sel de sulfate ayant donné meilleur résultats dans 1’étape
précédente et en variant le type de PEG, on remarque que ce dernier présente une influence
considérable sur la nature du lysozyme obtenu. En effet, de la valeur d’activité du lysozyme
minimale de 2900 u/ml obtenue pour le PEG 6000 a une valeur de 8800 u/ml sera obtenue pour le
PEG 2000.

Il s’avere, a travers les valeurs portées sur le tableau, que I’activité du lysozyme obtenu est
importante lors de 1’usage du PEG de poids moléculaire faible. On peut relever les valeurs
d’activité de 7200 et 8800 pour les PEG 1500 et 2000. De ce fait, on peut conclure que lorsque la
chaine moléculaire du PEG augmente, le lysozyme extrait est faible. Ceci peut étre expliqué par

lavaleur de viscosité de la phase organique qui influe évidemment sur le procédé d’extraction.
[11.3.1.3. Effet depH :

En vue de procédé ala séparation du lysozyme, il a été envisagé 1’'usage du polymere a base de
cyclodextrine carboxyl é. Cette séparation a été effectuée en procédant adifférentspH et lesvaleurs
obtenues sont portées sur lafigure l11.1.
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Fig.ll1.1. Effet delavaleur du pH sur d'adsor ption du lysozyme [44].
ge : Laquantité adsorbée de lysozyme par unité de masse d'adsorbant al'équilibre.

Commelemontrela(Figl11.1), la capacité d'adsorption croit progressivement avec |'é évation
du pH de la solution. Le maximum d’adsorption est atteint vers le pH9. De pH 9 all, on observe

une adsorption constante ensuite au-deld, on remargue une décroissance.

Ceci est expliqué par le fait que le lysozyme est chargé positivement en dessous de pH=11, ce
qui lui permet d’étre adsorbé a la surface du polymeére chargé négativement. En élevant le pH, le
carboxyle attaché au polymere est déprotoné conduisant ainsi ala stabilité du complexe polymere-

lysozyme [44].

En vue de voir I’impact de la nature de la membrane sur la capacité de séparation, deux types

de membranes ont été utilisées. Les valeurs sont portées sur lafigure 111.2 ci-dessous
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Fig.ll1.2. Effet de pH sur la quantité du lysozyme adsor bé sur des membranes

compositesimmobilisées de colorant-ligand [45].

En choisissant le chitosan comme polymére de base sur lequel on immobilise deux colorants
différents le bleu-4 et le rouge-4, on obtient deux surfaces différentes. On observe une variation
de la quantité de lysozyme adsorbé. La valeur maximale de lysozyme adsorbée a été obtenue a
pH=7 : 13,1 mg / ml avec le colorant Bleu-4 et 25 mg / ml avec le RB-4. Il ressort que non
seulement le pH comme facteur influant I’adsorption mais également la nature de la surface dela
membrane utilisée. Effectivement le pH intervenant dans la variation de 1’état de |a surface et par
conséquent sur la quantité de lysozyme adsorbé. On remarque atravers le profil de la courbe qu’il

y auneinteraction préférentielle entre le lysozyme et |es membranes des colorants a pH=7.

Le colorant Bleu-4 a deux groupes sulfones acides et un groupe amine primaire et lamolécule
rouge-120 a six groupes sulfones. Ainsi, laliaison du lysozyme sur les membranes immobilisées
par des colorants qui représentent une combinaison d'hydrophobes conduit a des interactions
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d'échange dions. Ceci explique la différence entre les deux valeurs de la quantité du lysozyme

adsorbé par les deux colorants [45].
[11.3.1.4. Effet de la concentration de NaCl :

L’usage de NaCl est d’habitude utilisé pour stabiliser la densité de la solution aqueuse dansles
opérations d’extraction. Dans cette étape de séparation de lysozyme et son comportement vis-a&-
vis des membranes ou des colorants sont immobilisés sur leur surface en optant a I’emploi du sel
de chlorure de sodium et voir son influence sur la capacité d’adsorption du lysozyme. Les résultats

relatifs a cette adsorption sont reportés sur lafigure I11.3 ci-dessous.

1000

300 T Y T Y T Y T Y T Y T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

C...(M

NaCl

Fig.l11.3. Effet delavaleur dela concentration de NaCl [44].

A partir de lacourbe 111.3, on observe gque la quantité du lysozyme adsorbée est affectée par la
force ionique induite par I’ajout du sel de sodium. L’ajout de NaCl peut générer des ions Na* qui
peuvent entrer en compeétition avec le lysozyme et interagir avec le P-CDP-COO', conduisant ainsi

]
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ala diminution de la quantité d'adsorption de lysozyme et ce suite a |'augmentation de la force
ionique. Ceci nous mene a dire que la principale force motrice intervenant dans le phénomene de
['adsorption du lysozyme sur le P-CDP-COO™ est I’interaction électrostatique, ce qui signifie
également que I’ajout de NaCl a haute concentration favorise I'éution du lysozyme adsorbé sur le
P-CDP-COO [45].

—e— Rouge -120-pHEMA/chitosan

—a— Blcu -4-pHEMA/chitosan

Lysozyme adsorbé(mg/ml)

0 r 1 |
0 0,5 1 1.5

Concentration en NaCl (M)
Fig.I11.4. Effet dela concentration de NaCl [45].

On peut relever une diminution de la capacité d'adsorption du Bleu-4 et Rouge-120 vis-&-visdu
lysozyme avec ’accroissement de sel de sodium. La diminution des capacités d'adsorption du
lysozyme des deux membranes immobilisées colorant-ligands résulte de la diminution des
interactions électrostatiques entre le lysozyme et |es mol éculesde colorant. Ceci peut étre expliqué
par I’augmentation de la force ionique induite par I’augmentation de la concentration du sel de

sodium [45].
[11.3.1.5. Effet detempérature:

Un autre paramétre a été considéré pour 1’étude de la séparation du lysozyme sur des membranes
de chitosan ou des colorants ont été immobilisés sur la surface du polymeére en I’occurrence la

température. Les capacités d'adsorption et les taux de liaison de lysozyme aux membranes
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compositesimmobilisés de Bleu-4 et Rouge-120 obtenus a différentes températures sont illustrées
sur les (Fig.111.5 et 111. 6).

——5 °C
——15 oC
—&—25 oC
—0—35 oC

P %
D
]

—
N
1

Qo
1

N
1

Lysozyme adsorbé mg/ml membrane

o

0 25 50 75 100 125

Temps en (min)

Fig.l11..5. Effet delatempérature sur la capacité d'adsorption du lysozyme sur la

membrane composite immobilisée de Bleu-40 [45].

L'adsorption du lysozyme al'équilibre sur tous les adsorbants testés a sensiblement augmentée
avec I’accroissance de latempérature. A une température plus éevée, la zone de contact entre le
lysozyme et la membrane devrait augmenter, entrainant une augmentation de 1’affinité du
lysozyme pour les adsorbants. On reléve qu’a la température allant de 5 & 35°C, la capacité
d'adsorption du lysozyme par les membranes composites avec le Bleu-4 et Rouge-120

immobilisées s’est accrue de 145% et 39% respectivement.
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Fig.l11.6. Effet delatempérature sur la capacité d'adsor ption du lysozyme sur la

membrane composite immobilisée de Rouge-120 [45].

Il faut noter que la capacité d'adsorption serait améliorée au-dessus de 35°C tandis que le
lysozyme perdrait son activité a une température plus élevée. Ces implications peuvent étre
attribuées a une augmentation de I’interaction hydrophobe entre le colorant et les molécules de

lysozyme. Cette augmentation parait plus prononcée pour la membrane immobilisée Bleu-4 [45].

[11.3.1.6. Evaluation de I’activité antibactérienne du lysozyme:

L’évauation de I’activité antibactérienne du lysozyme du blanc d’ceuf est réalisée sur des
souches bactériennes Saphyl ococcus aur eus, Saphylococcus Epidermidis et Escherichia coli, par

la méthode de diffusion en puits sur un milieu géloseé.

Les diameétres d’inhibition relevés pour les lysozymes extrait par le systéme biphasique

(PEG/Sulfate) et celui extrait par éthanol sont portés dans letableau I11.3
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Tab.I11.3. Diamétre d’inhibition des souches testées par le lysozyme :

Inhibition

Inhibition

Inhibition

Inhibition

Lelysozyme a 70% et 100% est extrait par |e systeme biphasique agueux (PEG/sulfate).
Le lysozyme a 20% et 40% est extrait par 1’éthanol.
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(@ (b)

Fig.l11.7. Diameétre d’inhibition du lysozyme sur S.Aureus (a); E.Coli (b) [30].

D’apres les résultats du tableau on remarque que les souches microbiennes de S. Aureus et S.
Epidermidis testées sont sensibles a |'action antibactérienne des différents extraits du lysozyme
obtenus, alors que chez E.Coali, une résistance au lysozyme a été observée (Fig I11.9.b). 1l a été
remarqué que I’ effet antibactérien du lysozyme semble élevé avec les échantillonsnon dilués aors
gue pour ceux dilués, la sensibilité des souches microbienne est réduite.

On peut ressortir de ces données que la méthode d’extraction de lysozyme et ses paramétres
ainsi que les produits utilisés ont un impact important sur la qualité et la quantité du lysozyme

obtenu et par suite I’impact sur son activiteé.
[11.3.2. Microencapsulation de la doxycycline et du lysozyme::

Dans cette partie, on va considérer e sujet de la microencapsulation des deux principes actifs
ladoxycycline et le lysozyme. En raison d’absence de références sur la co-encapsul ation des deux
substances, nous avons traité la microencapsul ation de chague substance active a part.

[11.3.2.1. Microencapsulation de lysozyme:

L’encapsulation du lysozyme dans une matrice polymérique a base d’alginate, de chitosan, et de
I’hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) a conduit a I’obtention des particules de différentes

caractéristiques.
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111.3.2.1.1. Caractéristiques des particulesde lysozyme:

Les différents résultats relatifs ala caractérisation des particul es obtenues sont portés dans le

tableau 111.4 ci-dessus

Tab.l11.4. Caractéristiques des microsphéres de lysozyme [56] :

2 NO)

S ERS 8 8 | Z|¢ &8 &3

£la 48 |2 e |2 |82 L3 52 595
g 8 2% 8 9QFf _ 8 358585808 S
S853R |, 2 2EREREE S ELEag?
Z S| < 90 |0 |T|la & A 3o sm=s| =52 =425
MS1 2 10 0.1 + |24 2.9 21 15.3 6.3 85.8 | 921
MS2 3 12 0.2 + |3 4.2 40 22.5 6.3 215 | 278

MS3 4 15 |05 |+ |21 2.7 29 22.2 131 49 61.1

MSHA 3 15 |01 |- |31 3.3 6 16.3 5.9 63 68.9
MS5 4 10 |02 |- |42 4.5 7 135 8.9 70.8 | 79.7
MS6 2 12 |05 |- |31 3.3 6 4.8 34.4 65.6 | 100

MS7 4 12 |01 [+ |21 31 48 9.7 24.2 66.5 | 90.7

MS8 2 15 |02 [+ |23 3.6 56 8.8 13.9 223 | 36.2

MS9 3 10 |05 |+ |26 29 11 24.5 7,2 238 |31

MS10 |4 15 |01 |+ |27 3.2 18 45.5 6.9 339 |40.8

La variation des concentrations des polymeres (Alginate, Chitosan et HPMC) utilisés dans
I’encapsulation du lysozyme donne des particules de dimensions et caractéristiques variées.
Cependant, ces particules montrent dans certains cas des similitudes. En effet, pour le cas de la
morphologie, I'analyse par microscopie éectronique a balayage a montré que les particules

présentent des formes sphériques avec une surface rugueuse (Fig.I11.8).
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Fig.111.8. MEB dela morphologie des microsphéres d'alginate enduit de chitosane.
Agrandissement 10k x [56].

Concernant lataille des particules, on peut relever apartir du tableau 111.4 que les diamétres des
particules varient dans la fourchette [2.1-4.2 um]. L’usage de HPMC (Hydroxypropylméthyl
cellulose) avec les deux polymeres (chitosan et alginate) danslaformulation apermislaproduction
de microspheres avec un diamétre variant dansle domaine [2.1-3.1 um] alors que celles préparées
seulement avec les chitosan et alginate ont une taille qui varie dans la fourchette [3.1-4.2 pm].
C’est une évidence, 1’ajout d’un troisiéme polymeére conduit |a croissance de lataille. Ceci, bien

sOr ne peut étre toujours le cas, il dépend notamment de la méthode de préparation.
111.3.2.1.2. Efficacité d’encapsulation [56] :

L'efficacité d’encapsulation qui nous renseigne sur la faisabilité de la méthode de préparation
employée, nous informe de la quantité de produit qu’on peut incorporer dans la matrice. Il ressort
des valeurs du tableau I11.4, que le meilleur taux d’encapsulation obtenu (45,5%) est celui des

particules préparées avec 4% d’alginate, 0.1% de chitosane en présence de HPMC réticul ées avec
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15% de CaCl.. Il parait clairement que dans ce cas, la membrane formée avec une épaisseur assez
conséquente vu que la concentration de 1’alginate est de 4% et en plus du chitosan et de HPMC et
15% de réticulant. On peut dire que ’efficacité d’encapsulation augmente avec la concentration
de I’alginate utilisé ainsi que la concentration du réticulant et de la concentration du chitosane. Le
réticulant est nécessaire en quantité suffisante pour permettre la réticulation de tout 1’alginate
disponible dans la solution. De méme, la concentration du chitosane intervient également dans la
consolidation de la membrane de la matrice polymérique. D’ailleurs, on reléve cette remarque pour
laconcentration de 3% d’alginate, 10% de CaCl2 et 0.5% de chitosane, I’efficacité est 24.5 % alors
que pour le cas de 3% d’alginate, 15% de CaCl2 et 0.1% de chitosane, I’efficacité d’encapsulation
est réduite a16.3%.

Nous pouvons ressortir que la nature et le nombre des polymeéres, leur concentration, le
réticulant et sa concentration interviennent dans la grandeur de ’efficacité de 1’encapsulation.
Effectivement chague polymeére présente | es caractéristiques spécifiques qui permettent en finalité
de concevoir lamembrane suite aux interactions induites entre le polymere et polymeére et entrele

polymeére et réticul ant.
[11.3.2.1.3. Libération de lysozyme:

L’étude de libération de lysozyme est la méhode permettant de confirmer le taux
d’encapsulation et I’efficacité d’encapsulation. L’étude en question est réalisée généralement pour
comprendre le comportement des particules obtenues de I’encapsulation dans les milieux
physiologiques gastrique et intestinal. Des résultats du tableau 111.4, on reléve une résistance des
particules vis-a-vis du pH gastrique (pH3) alors qu’on observe des valeurs importantes dans le
milieu simulé intestinal. Cependant, le comportement des particules dans les deux milieux varie

par rapport ala matrice congue.

Lalibération du lysozyme est obtenue soit aprés gonflement des particules soit par érosion dans
les milieux correspondants. On remarque que 1’usage de HPMC dans la conception des membranes
facilite mieux I’absorption du liquide du milieu et conduit au gonflement des particules. Ceci est
expligué par la nature de HPMC qui forme des liaisons chimiques et physiques avec les deux
polymeres |e chitosane et I’alginate. D’ailleurs, on note pour lesformulationsMS-2, MS-7 et MS-

8, les taux de gonflement sont respectivement 40%, 48% et 56%. Dans ce cas, la libération est
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lente, alors que pour les particules MS-1, MS-4, MS-5 et MS-6, les taux de libérations dans le
milieu a pH8 sont assez élevés et correspondent a 85.5, 63, 70.8 et 65.6 % [56].

[.3.2.2. Microencapsulation dela doxycycline :

La considération des travaux liés a 1’encapsulation de la doxycycline par les deux méthodes
électropulvérisation (electrospraying) et par évaporation de solvant. L’encapsulation est réalisée
par 1’usage du co-polymére (Acide polylactique co-glycolique). Les différentes tailles obtenues
sont présentées dans le tableau I11.5.

Il ressort des valeurs du tableau que les particules obtenues par les deux méthodes présentent
une différence notable dans la taille. En effet, pour la méthode d’évaporation de solvant, les tailles
varient de 2.17 a8 um, aors que lataille de celles obtenues par 1’électropul vérisation est de petite

taille (1 pum).

L’examen de la morphologie et de la distribution de la taille des particules observée par le
microscope électronique abalayage (figures|11. 10 et 111.11). Les particules par les deux méthodes
sont de forme sphérique avec une surface lisse. Cependant, la distribution de la taille est
intimement liée ala méthode utilisée. Pour |e cas de la méthode évaporation de solvant, le pH de
la phase agueuse influe sur la dimension et également sur la distribution de la taille. Un autre
parameétre peut intervenir dans lavariation de ces grandeurs a savoir le polymere, sa concentration

ainsi que sa nature (polymere modifi€).

Tableau I11.5: Taille des particules obtenues par I’encapsulation de la doxycycline

Formulation Typede pH Tailledes Technique | Ref
rotjue dela phase microsphéres | d’encapsul
terminalede ,
PLGA aqueuse (um) ation
D1 55 3.16 [57]
D2 S0l 7 459
D3 9 2.17
D4 5002+co- 55 7.78 Evaporation
solvant de solvant
D5 7 5.63
( |
{ &)
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D6 5002A 9 6.55
D7 55 5.09
D8 7 6.44
D9 9 4.53
D10 5002A +co- 5.5 6.16
D11 solvant 7 3
D12 9 7.76
P2-D, Ester - 01 Electrospra | [58]
P2A-D Acide - 01 ying
P4-D Ester - 01
P4A-D Acide - 01

Lataille moyenne des particules chargées en DOX avec PLGA aterminaison ester et acide se
Situait respectivement entre 2,17 et 459 um (D1-D3) et 4,53-5,09 um (D7-D9). Elle est
significativement plus élevée pour le cas (D4D6) de4,53 45,09 um et (D10 D12) 6,16 28,00 um

Fig.l11.9. Images SEM des microsphéres PL GA1 chargées de DOX préparéesselon la
technique éectrospraying [58].
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Fig.111.10. Particules PLGA 2 chargées en DOX obtenues par évaporation de solvant [57].
111.3.2.2.1. Efficacité d'encapsulation :

Pour améliorer I'EE des microspheéres, deux parametres ont été étudiés, la solubilité du DOX et
le type de groupe terminal du polymeére. Lesrésultatsdela(Fig.I11.12) démontrent que lasolubilité
delaDOX adiminuée d’une maniére significative avec I’augmentation du pH de [5,5 a 9] par

rapport au contrdle (milieu composé de |'eau distillée seule).
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Fig.l11.11. Effet du pH sur la solubilité dela DOX [57].

Tab I11.6. Efficacité d'encapsulation avec différents groupesterminaux du PLGA :

Groupesterminaux du Efficacité Capacitéde | Références
PLGA d’encapsulation charge
EE% LC%
P2-D 66,7 4,8
PLGA 58
! P2A-D 40,8 2,8 o)
5002+co 21 1,64
PLGA 5
’ 5002A 45 9,05 [57]

Par rapport au groupe terminal P2A-D, les microspheres PLGA1 a base d'ester P2-D ont
montrés une efficacité d'encapsul ation significativement plus élevée. Une tendance similaire a été

observée pour la capacité de charge.

Tandis que, le groupe terminal 5002A a donné une efficacité élevée par rapport au 5002+co-

solvant, ceci peut étre expliqué par I’effet du pH de la phase aqueuse (pH=9).

64

——
—



Chapitrelll Résultats et discussion

[11.3.2.2.2. Caractérisation des particulespar FT-IR

Lesrésultats de FT-IR confirment la stabilité chimique de DOX dans les microspheres PLGA:?
en raison de |'apparition de bandes caractéristiques de différents groupes fonctionnel s des groupes
O-H/N-H et CH2 43388 cm-1 et 1459 cm (Fig.l11.13).

100
3388 | 2024 1610 _ __1458
[OHNH) (C-H) (C=0) [CHEj
o Bn'a)
5 - 2 ~,
m
% 601"
c
€ o | '
w 40_ 1 Y |I II- Ih'.'l ;I{ o .
# || I| r'- l,lll
20- (11
r !
0 I T I |
3500 2500 1500 500

Wavenumbers (cm™)

Fig.l11.12. Spectres FT-IR de a) microspheres de placebo, b) DOX, ) microsphéres PL GA2
chargéesde DOX [57].

Les bandes observées avec les microsphéres placebo étaient presgue identiques aux
microspheres chargées de DOX avec |es bandes supplémentaires duesa DOX avec un déplacement
mineur. Les microspheres PLGA chargéen DOX peuvent étre facilement identifiées par les vastes
régions de vibration d'éirement IR des groupes fonctionnels -OH / -NH a 3000-3500 cm-1 en
outre, des bandes a 1610 et 1459 cm-1 correspondent respectivement aux vibrations d'étirement
du carbonyle (C = 0) et de flexion du méthyléne (-CH2) du médicament.
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La bande observée entre 1450 et 850 cm — 1 correspond aux vibrations de flexion C-H du
polymere PLGA.. Ce résultat indique clairement la stabilité chimique du médicament et du
polymere pendant le processus de formulation [57].

[11.3.2.2.3 Test de dégradation de microspheres PLGA: :

Fig.l11.13 Images SEM des microsphéres PL GA1 aprés 4 jours d’incubation dans PBS
[58].

Evidemment, les groupes coiffés en ester ont conservé leur morphologie sphérique, tandis que

les microspheres de PLGA 1 aterminaison acide ont perdu laforme ronde et ont fusionné les unes
avec les autres.

L e poids mol éculaire moyen du PL GA 1 a terminaison acide adiminué plus rapidement que celui
de I'ester dans les 4 premiers jours et une dégradation complete apres 20 jours. Pour les deux
groupes coiffés en ester, la baisse du poids moléculaire a été beaucoup plus lente. Pourtant, le P2-

D sest dégradé presque completement apres 30 jours, tandis que le poids moléculaire moyen du
P4-D adiminué de 71% [58].
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Fig.I11.14. L es changements du poids moléculaire moyen des microsphéres PL GA1

pendant le tempsd'incubation [58].

Avant I'incubation, les deux microsphéres PLGA1 ont montrés une structure de surface lisse.
Aprés incubation dans du PBS (solution saline au phosphate) pendant 6 h, la surface des
microsphéres de PLGA 1 aterminaison acide est devenue rugueuse (fiG.111.17) et cela a augmenté

au cours des deux jours suivants.

Au jour 4, les microsphéres avaient presgque perdu leur morphologie d'origine. Les fragments,
laissés par I'érosion en masse, ont été observés aux jours 7 et 11. Au contraire, la forme ronde et
lamorphologie lisse des microspheres de PLGA 1 coiffées en ester a été observées jusqu'au jour 11

et les microspheres se sont révél ées fragmentées au jour 21 [58].
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Fig.I11.15. lllustration schématique de la dégradation des microsphéres PL GA1

terminaison acide et ester et les micrographies SEM corréléesde P2A-D et P2-D apres
libération de DOX dansle PBS[58].
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[11.3.2.2.4. Cinétique de libération de doxycyclinein vitro:
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Fig.l11.16. Cinétique delibération in vitro de microspheres de PL GA2 (5002A) [57].

Les microsphéres PLGA25002A chargésen DOX ont été sél ectionnés parce qu'ell es contenaient
I'EE laplus élevée. IIs ont montré une libération initiale en rafal e suivie d'une phase contrélée dans
laquelle lereste du DOX est libéré.
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Fig.l11.17. (A)Leprofil delibération de DOX des microsphéres de PL GA1 pendant 6
semaines, (B) zoom avant sur le profil delibération au coursdela premiere semaine
d’incubation [58].
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Dans I'ensemble, un total de [27,87 ; 36,98 et 40,81 pg] de DOX a été libéré a partir de
microsphéres PLGA formulées avec une phase aqueuse externe W2 de pH = [55; 7 et 9]
respectivement aprés 21 jours. La vitesse de libération était également plus élevée pour la
formulation avec la quantité la plus faible de DOX (c'est-a-dire pH=5,5) et devenait plus lente

lorsgue la quantité incorporée de DOX était plus élevee, c'est-a-dire pH=7 et pH=9 [57].

Les microsphéeres de PLGA 1 a terminaison acide affichent seulement une version éclatée. Le
test de libération a duré environ 42 jours, qui a abouti a une libération de DOX d'environ 92%,
89%, 47% et 43% pour P2A-D, P4A-D, P2-D et P4-D, respectivement, dansdu PBS a37 ° C[58].

[11.3.3. Conclusion :

D’aprés lesrésultats précédents, on peut conclure que 1’extraction de lysozyme de blanc d’ceuf
de poule dépond de type de sel, de poids de polymeére formateur de phase, la variation des valeurs

de pH et de latempérature, la concentration de NaCl gjouté.

Une purification efficace et peu colteuse de lysozyme de blanc d'ccuf de poule peut étre
obtenu en utilisant du PEG — sel en ATPS. Le partitionnement de lysozyme peut étre dirigé vers
la phase supérieure d'un systeme aqueux biphasique par addition de sel avec contre-ion
hydrophobe, tel que le perchlorate de sodium. Quand le PEG-sulfateen ATPS aété utilise apH=10
et température (25°C) avec addition de perchlorate de sodium, environ 70% du lysozyme peut étre

extraite du blanc d'oeuf de poule.

Le carboxyle-fonctionnalisé P-CDP, ¢’est un nouvel adsorbant, était synthétisé par un groupe
nitrile d'hydrolyse catalysé par une base en carboxyle. L'introduction de carboxyle améliore
considérablement la capacité d'adsorption du lysozyme. La quantité maximale d'adsorption de
lysozyme a partir de 615 mg.g™* de P-CDP-COO" de P-CDP séléve 41520 mg.g?!

La pureté du lysozyme extrait du blanc d'ceuf était de 84% et 21% et leurs rendements de
récupération étaient de 72% et 16% pour les membranes immobilisées Rouge-120 et Bleu-4,
respectivement. La membrane immobilisée Rouge-120 fournie une méthode efficace pour purifier
le lysozyme du blanc d'ceuf, montrant une capacité d'adsorption élevée et une sélectivité élevée
pour le lysozyme. En revanche, le Bleu-4 immobilisé la membrane avait une capacité d'adsorption

et une sélectivité inférieures que le Rouge-120 immobiliseé.
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Parmi les trois méthodes, on constate que la chromatographie colorant-ligand est la meilleure
car elle représente la valeur de rendement de récupération de lysozyme la plus élevée (72%) avec

une importante pureté (84%) en utilisant la réactif Rouge-120.

Les tests d'action antibactérienne montrent que la sensibilité des souches microbienne (S.
Aureus et S. Epidermidis) au lysozyme est élevée avec les échantillons non dilués, tandis

qu’E.Coli fait une résistance au lysozyme.

A partir les résultats de la microencpsulation de lysozyme, on peut dire que les microsphéres
préparés a partir d'un mélange d'alginate de sodium et HPMC étaient plus sphériques et avec une
surface plus lisse que celles préparé avec de |'alginate de sodium uniquement. Le HPMC affecte
la taille et le degré de gonflement des microspheres et d'avoir une contribution positive a la
viscosité de la solution. L'efficacité d'encapsulation du lysozyme est affectée par la formulation.
Le meilleur taux d’encapsulation obtenu (45,5%) est celui des particules préparées avec 4%

d’alginate, 0.1% de chitosane en présence de HPMC réticulées avec 15% de CaClo.

La libération du lysozyme est considérée lente, elle se fait en milieux intestinal & pH=8 par
gonflement de microsphéres, dont les taux de libérations les plus élevés sont correspondent a
85.5%, 63, 70.8 et 65.6 % pour les microsphéres MS-1, MS-4, MS-5 et M S-6 respectivement.

L’¢électropulvérisation et I’évaporation de solvant sont les méthodes utilisées pour la
microencapsulation de la doxycycline. Les particules obtenues par les deux méthodes ont une
forme sphérique avec une surface lisse. Pour la méthode d’évaporation de solvant, la taille varie
de 2.17 a8 um, alors que lataille de celles obtenues par 1’électropul vérisation est de petite taille
(1pm). Ces résultats montrent que 1’¢électropul vérisation permettre de préparer des microparticules

de qualité, avec le bon choix du matériau.

. Les microspheres de PLGA et obtenues par 1’électropul vérisation et PLGA par évaporation
de solvant affichent une libération par érosion. La vitesse de libération a partir les microsphéres
PLGA était également plus éevée pour laformulation avec laquantité laplusfaible de DOX et
devenait plus lente lorsque la quantité incorporée de DOX était plus élevée. Letest delibération a
duré environ 42 jours, qui ont abouti a une libération de DOX d'environ 92%, 89% pour P2A-D,
P4A-D, respectivement. Une efficacité d'encapsul ation du médicament plusfaible et unelibération

plus rapide du médicament ont été trouvées pour les microspheres de PLGA 1 a terminaison acide
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par rapport aux microsphéres a coiffe ester, ce qui est di a une différence d'hydrophobicité et de
vitesse de dégradation entre les deux types de polymeéres PLGA 1. Evidemment, cette étude suggere
gue la combinai son de microsphéres de PLGA 1 acoiffe acide et ester avec des profils de libération
différents pourrait étre tonifiée pour obtenir des profils de libération de médicament spécifiques

assurant une efficacité thérapeutique optimale.
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Conclusion générale :

A travers cette étude bibliographique relative au lysozyme et doxycycline, on peut tirer les
informations suivantes :

Le lysozyme comme substance contenue dans les ceufs peut étre extraite avec des rendements
et qualité variables. Elle présente la capacité d’€tre antibactérienne qui peut exploitée et utilisée
comme substance naturelle en tant que médicament pour les traitements thérapeutiques de
I’infection bactérienne. En outre son encapsulation peut €tre une issue pour améliorer son
efficacité et l[imité son surdosage.

La doxycycline, un antibiotique tres connu, utilise sous forme de comprimé pour des
traitements thérapeutiques diverses : labrucellose, 1a pasteurellose, laborréliose, les rickettsioses,
les trépanomatoses, le choléra, la leptospirose, la fievre Q, les infections pulmonaires et génito-
urinaires a Chlamydia et a Mycoplasmes, les gonococcies et la maladie du charbon. Son usage
sous la forme conventionnelle peut constituer un probleme lié a la teneur efficace réelle
généralement faible alors que la majeure partie de la dose administrée sera perdue dans 1’espace
corporel. Ceci peut induire des effets secondaires énormes, en particulier le développement de la
résistance aux antibiotiques. Ainsi, son encapsulation serait une alternative pour qu’elle soit
utilisée avec efficacité et avec des effets secondaires amoindris. Il a été relevé que plusieurs
matériaux peuvent constituer les matrices d’encapsulation et d’obtenir des particules de
dimensions acceptables avec une efficacité d’encapsulation approprié¢es. L’exemple du PLGA,
copolymere de I’acide lactique et glycolique donne une illustration de particules stables qui
peuvent donner une libération controlée.

Cette éude bibliographique nous laisse a notre faim en absence de travail expérimental
envisager au début pour 1’étude relative a la synergie entre les deux substances antibactériennes.

Enfin, nous souhaitons que ce travail sera reconsidéré pour traiter la possibilité
I’encapsulation de I’antibiotique (la doxycycline) avec du lysozyme dans 1’objectif de limiter la
dose de I’antibiotique dans les traitements thérapeutique en incorporant une substance naturelle

qui est lelysozyme.
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