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Au cours de ces derni¢res années, il est devenu de plus en plus évident que le
développement de nouveaux médicaments seuls n’est plus suffisant pour assurer le progres
dans le domaine médical. Les principes actifs hydrophobes constituent 70% des molécules
d'intéréts découvertes récemment [1]. Ces substances présentent une activité
exceptionnelle in vitro qui est néanmoins souvent suivie par des résultats décevants in vivo
[2]. Ces résultats sont dus en partie a la faible solubilité du principe actif dans 1’eau, ce qui
limite son absorption du fait de sa faible biodisponibilité et ce qui favorise également sa
dégradation et son excrétion rapide par I’organisme. Une stratégie prometteuse pour
résoudre ces problemes consiste a encapsuler les principes actifs dans des vecteurs
permettant ainsi leur protection, leur ciblage et une libération contrélée de la molécule

d'intérét vers 1’organe cible.

L’introduction de vecteurs colloidaux a conduit a une révolution dans le domaine
thérapeutique au cours des deux derniéres décennies. Il est maintenant établi que
I’utilisation de ces vecteurs améliore non seulement ’efficacité thérapeutique, mais réduit
¢galement les effets secondaires du principe actif [3]. Une large variété de vecteurs
colloidaux a été introduite dans le domaine thérapeutique pour relever le défi de
I'amélioration de la biodisponibilité des principes actifs hydrophobes [4]. Ces vecteurs sont
classés suivant la nature de la matrice utilisée pour leur préparation. Ils sont principalement
a base de lipides, de polymeéres synthétiques ou de biopolymeéres (polysaccharides et
protéines) [5]. Les nanoparticules polymériques sont des nanovecteurs colloidaux
composés de polymeres biodégradables. Le probléeme majeur de 1’utilisation de ces
particules est que leur production nécessite souvent des agents de réticulation toxiques et

des monomeres cancérigenes. L’¢élimination compléte de ces constituants est difficile [6].

Les nanovecteurs lipidiques ont été introduits pour surmonter les probleémes
toxicologiques des nanovecteurs polymériques. Il existe de nombreuses recherches sur les
systemes lipidiques, tels que les liposomes, les nanoémulsions, les micelles et les
nanoparticules lipidiques solides (SLNs, Solid Lipid Nanoparticles). Les liposomes sont
considérés comme les premiers vecteurs thérapeutiques commercialisés. La réussite du

développement de formulations de liposomes administrées par voie intraveineuse telles que
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Doxyl”, Caelyx" (liposomes encapsulant la doxorubicine), DaunoXome” (liposome
encapsulant la daunorubicine) et de formulations utilisées en cosmétique a montré ’utilité
de ces nanovecteurs en tant que matrices thérapeutiques. Cependant, ce systéme souffre
d’un inconvénient majeur relatif a la stabilit¢ de la formulation lors du stockage. Par
ailleurs, I’incorporation du principe actif dans la bicouche phospholipidique peut diminuer
la stabilité du liposome. De plus, des limitations supplémentaires associées a la production
de liposomes a grande échelle ainsi que la stérilisation nécessaire aprés production mettent

en évidence la difficulté de commercialiser les liposomes [7].

Les nanoémulsions sont des vecteurs lipidiques composés d’un cceur liquide
hydrophobe et d’une surface hydrophile. Ces nanoparticules peuvent présenter une bonne
stabilit¢ a long terme, ce qui en fait de bons outils de vectorisation dans le domaine
thérapeutique. Plusieurs médicaments a base d'émulsions sont commercialisés tels que le
Daizemuls”, le Diazepam-Lipuro® (diazepam), le Liple” (alprostadil), le Diprivan®
(propofol) et le Etomidat-Lipuro® (étomidate). Cependant, les principes actifs encapsulés
dans des gouttelettes huileuses sont trés mobiles et ils peuvent diffuser vers 1’extérieur,
déstabilisant ainsi la couche de tensioactifs. Ceci a son tour peut induire la coalescence des
particules [8]. Cet inconvénient limite I'utilisation des émulsions comme vecteurs a

libération prolongée du principe actif [9].

Les particules formées a base de lipides solides ont été formulées afin d'obtenir des
systémes limitant la mobilité du principe actif a I’intérieur des vecteurs. La faible mobilité
de la molécule d'intérét dans le cceur lipidique solide confére a ces systémes une bonne
stabilit¢ en comparaison des émulsions. Ceci rend les SLNs intéressantes pour une

vectorisation permettant une libération controlée du principe actif.

Les SLNs sont ainsi des nanovecteurs colloidaux utilisés pour encapsuler des
principes actifs hydrophobes et a moindre degré des principes actifs hydrophiles. Le beurre
de Karité a été utilisé en tant que lipide solide dans cette étude. Le beurre de Karité est
utilisé en cosmétique comme hydratant et en entant que substitut au beurre de cacao en
alimentaire. La présence d’insaponifiables (stérols, composés phénoliques, etc.) confere au

beurre de Karité des propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes, ce qui le rend
2
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intéressant pour des applications médicales et cosmétiques. Plusieurs travaux portent sur
la modification de la surface des SLNs par un enrobage de chitosane qui est un polymere
hydrophile chargé positivement a pH acide [10, 11]. Cette stratégie a été utilisée pour éviter
la libération rapide du principe actif en milieu acide. En outre, cette modification permet
de protéger les SLNs contre la dégradation par les lipases et d'augmenter 1’absorption

intestinale du principe actif grace a la propriété mucoadhésive du chitosane.

Dans ce contexte, I’objectif global de ce travail porte d'une part sur la formulation
d’un systeéme de vectorisation multi-échelle sous forme de microparticules formées par un
polymere agro-sourcé (le chitosane) incluant des nanoparticules lipidiques solides (SLNs),
contenant elles-mémes une molécule active, la curcumine. D’autre part, la compréhension
des phénomenes mis en jeux ainsi que le contrdle des interactions entre le polymere et les
SLNs et entre les SLNSs et la curcumine sont également abordés. Ce vecteur est développé
pour un ciblage spécifique et un relargage contrdlé de la molécule dans I’intestin apres une
absorption par voie orale. Le choix de la curcumine en tant que molécule active réside dans
son fort potentiel anti-inflammatoire pour lutter contre les maladies inflammatoires
chroniques de Ilintestin (MICI) [12]. Les MICI regroupent les maladies liées a
lI'inflammation de l'intestin a caractére chronique (maladie de Crohn et rectocolite
hémorragique). Largement méconnues malgré leur fréquence, les maladies inflammatoires
chroniques intestinales touchent 200 000 personnes en France. Il apparait ainsi nécessaire
de développer des systemes incorporables dans l'aliment pour une facilité de traitement
(donc résistants aux conditions du tractus intestinal) et contenant des principes actifs

permettant de soulager les symptomes.

Le premier chapitre est consacré a une présentation des nanoparticules lipidiques
solides (SLNs) axée sur leurs compositions, leurs méthodes de préparation, leurs propriétés
physico-chimiques ainsi que leurs utilisations dans le domaine de la vectorisation. La
curcumine est ensuite abordée ainsi que le chitosane qui est le biopolymere utilisé dans
cette étude. Un bref apercu des systémes "nanoparticules dans microparticules" (NiMs
Nanoparticles in Microparticles) est également présenté. La partie expérimentale décrit

ensuite les produits ainsi que les techniques de caractérisation utilisées dans cette étude. Le


http://fr.wikipedia.org/wiki/Inflammation
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premier chapitre de résultats porte sur le systéme lipide-curcumine au travers d'une étude
de la cristallisation du lipide en présence du polyphénol et ensuite de la préparation des
SLNs a base de tensioactifs non ioniques pour l'encapsulation de la curcumine. La
préparation des SLNs a bases de tensioactifs anioniques et la préparation de 1’assemblage
micrométrique chitosane-SLNs ainsi que la caractérisation physico-chimique des deux

systémes fait I'objet du chapitre suivant.
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Chapitre I: Revue bibliographique

Ce chapitre donne brievement quelques notions de base nécessaires a la

compréhension du travail présenté dans ce mémoire.

La premicre partie est centrée sur les nanoparticules lipidiques solide (SLNs — Solid
Lipid Nanoparticles) et décrit leurs compositions, leurs modes de préparation ainsi que
leurs avantages et inconvénients vis-a-vis des autres vecteurs lipidiques. La seconde partie
est consacrée au principe actif utilisé dans cette thése : la curcumine. Ces différentes
propriétés et activités sont présentées briévement. La troisiéme partie concerne le
chitosane, polymeére naturel choisi dans cette étude pour former des assemblages avec les

SLNs produites.

Enfin, le contexte général dans lequel se situe ce travail sera présenté a travers les travaux
de la littérature notamment sur les systémes NiMs (Nanoparticles in Microparticles) ainsi

qu'au niveau de son intégration dans les objectifs de recherche du laboratoire.

I.1 Nanoparticules lipidiques solides ( Solid Lipid Nanoparticles-
SLNs)

I.1.1. Introduction

Les SLNs sont des nanovecteurs colloidaux développés durant les années 90 par
les groupes de Westesen, Muller et Gasco [13-15]. Ces particules sont composées de lipides
solides a température ambiante, biodégradables, et non toxiques stabilisés par 1’ajout de
tensioactifs et/ou de co-tensioactifs adaptés (Figure 1). Elles sont généralement obtenues
en passant par une étape de préparation d’une nanoémulsion directe, huile dans 1’eau (H/E),
a une température supérieure au point de fusion de la phase lipidique qui est ensuite,
refroidie entrainant la cristallisation du lipide [16]. Les SLNs peuvent étre préparées par
différentes méthodes [2], telles que I’homogénéisation a grande vitesse [17],
I’homogénéisation a haute pression [18], 1’homogénéisation a chaud [19] et

I’émulsification par une évaporation de solvant [20].
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Lipid Surfactant Surfactant
bilayer monolayer monolayer

Liquid
aqueous
core

Hydrophobic
core

Micelle Liposome Nanoemulsion droplet SLN/NLC

Figure 1: Représentations schématiques de différents vecteurs: micelles, liposomes,
nanoémulsions et nanoparticules lipidiques solides (SLN/NLC). Les micelles sont
composées d’un cceur hydrophobe formé par les parties hydrophobes des tensioactifs. Les
liposomes sont composés d’un cceur aqueux entouré par une bicouche phospholipidique.
Les nanoémulsions sont formées d’un coeur hydrophobe composé d’huile dispersée dans
I’eau (nanoémulsion directe) et stabilisée par une monocouche de tensioactif. Les
nanoparticules lipidiques solides (Solid Lipid Nanoparticles - SLN) et les vecteurs
lipidiques nanostructurés (Nanostructured Lipid Carriers — NLC) sont formés d’un cceur
hydrophobe lipidique solide a température ambiante. La cristallisation du lipide produit

souvent des nanoparticules non sphériques [21].

L’utilisation de lipides solides au lieu d’huiles permet de mieux maitriser la
libération du principe actif de par sa mobilité réduite dans une phase solide que dans une
phase liquide huileuse. Les lipides solides ont été utilisés depuis plusieurs années en tant

qu’adjuvant afin d’obtenir une libération prolongée du principe actif apres I’administration

par voie orale (par exemple le Mucosolvan®).
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[.1.2. Avantages et inconvénients des SLN

Les SLNs présentent plusieurs avantages tels qu’une insensibilité a la dilution, ainsi
qu’une stabilit¢ importante (Tableau 1). Par ailleurs, elles présentent plusieurs
inconvénients tels qu’une plus faible quantit¢ de principe actif encapsulé qui est
principalement due a une expulsion du principe actif lors du stockage ainsi qu’une faible
capacité a encapsuler des molécules hydrophiles [22]. La capacité d’encapsulation des SLN
est liée a la solubilité du principe actif dans le lipide, a la structure de la matrice lipidique
et a 1’état polymorphique de la matrice lipidique. Si la matrice lipidique est composée par
des triacylglycérols purs, un cristal parfait avec de 1égeres imperfections sera formé [23].
Comme les principes actifs encapsulés peuvent se trouver soit entre les chaines d’acides
gras, soit entre les couches lipidiques, un réseau cristallin ordonné ne peut pas accueillir
une grande quantité de principe actif (méme dans les imperfections du cristal) et
généralement il sera expulsé¢ dans la phase aqueuse [24]. L’utilisation de lipides plus
complexes permet d’augmenter la quantité de principe actif incorporé a I’intérieur des

SLNs [25, 26]. Le tableau 1 résume les propriétés des différents vecteurs colloidaux.
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Tableau 1: Tableau comparatif entre les vecteurs colloidaux utilisés dans I’encapsulation des principes actifs.

Taille Avantages Inconvénients Références
Préparation facile
Trés sensible a la dilution (cmc)
; Bonne stabilité [27, 28]
M?CCH’CS / ) 5-50 nm Désintégration apres administration
Microémulsion Transparent
Stabilite ‘ ' Quantité encapsulée faible
abilité thermodynamique
Emulsions/ Sensibilité 4 la dilution
20 nm — 10 pm Quantité encapsulée importante N . (29, 30]
NanoémulSI()nS Stabilité phy51que ’
L ) Solubilisation de substances Préparation complexe et usage de solvant
1posomes 20 nm — 100 pm hydrophiles et hydrophobes Stabilité limitée
Vesicules - [28, 31, 32]
Relargage controlé Faible taux d'encapsulation
Solubilisation de substances Nécessite un tensioactif présentant sur
Isasomes hydrophiles et hydrophobes son diagramme de phase une phase
dispersion de P micellaire en équilibre avec une phase
gris‘f)aux 100 nm — 10 um sl cristal liquide (2 systémes recensés, [33]
]iq ides) Structures variées monooléine et phytantriol)
u
Non sensible 2 la dilution Quantité encapsulée faible
Non sensible a la dilution
Nanostructured
.. Stabilité
Llpld . 20-200 nm
anocarriers uantit€¢ encapsulee importante et , 21, 34,
N Quantité encapsulée imp [3, 21, 34, 35]
(NLC) non expulsée lors de la cristallisation

grace au mélange de lipides.




Revue bibliographique

Taille Avantages

Inconvénients

Références

Solid Lipid
Nanoparticles
(SLN) (lipide
pur)

Non sensible a la dilution
Stabilité importante
Quantité encapsulée importante
Utilisation des lipides biocompatibles

20 nm — 200 nm et biodégradables

Facilité de Production en grande
échelle

Absence de solvants organiques

Contrdle du relargage du principe
actif

Expulsion des molécules encapsulées lors
de la cristallisation

[3,21, 22, 32, 35, 36]
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[.1.3. Composition des SLN
Les SLNs sont préparées a partir de lipides solides, de tensioactifs et d’eau. Cette

partie porte sur la description détaillée de ces composants.

11.3.1. Les lipides

1.1.3.1.1. Définition

Les lipides sont des molécules hydrophobes ou amphiphiles comprenant entre
autres les cires, les stérols, les mono-, di- et triglycérides ou encore des phospholipides
(Figure 2). Les lipides peuvent se présenter a température ambiante a 1’état solide, comme
les beurres et les cires, ou bien liquide comme les huiles. De plus, les lipides sont solubles

dans des solvants organiques comme 1’hexane, le chloroforme, etc.

Triglycéride
¢ 0
/\/V\/\/\/M .
—P~

Phospholipide 0

°\/\N./
|\

Figure 2 : Structure de certains lipides.

10
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1.1.3.1.2. Types de lipides utilisés dans la préparation des SLNs

Les SLNs sont majoritairement composés de triglycérides ou d’acides gras
(Tableau 2). Chaque lipide utilisé dans la préparation des SLNs est caractérisé par sa

température de fusion (Tm).

11
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Tableau 2: Tableau récapitulatif des différents types de lipides utilisés pour la préparation des SLNs et NLCs.

Lipides utilisés pour préparer des SLNs et NLCs

Groupes Formules brutes Point de fusion (Tm, °C) Références
Triglycérides
Tristéarine Cs7H11006 72-75 [37-43]
Tripalmitine Cs1HosO6 66-68 [37, 39, 43-45]
Trimirystine Ca5Ha4506 56-57 [37-39, 42, 43, 46]
Trioléine (NLC) Cs7H10406 -5,5 [47]
Trilaurine C39H7406 46,5 [48]
Tricaprine C33H6206 31-32 [47, 49, 50]
Triglycérides a chaine [51-53]
moyenne
Monoglycérides
Glyceryl monostearate C21H4204 78-81 [42, 43, 54, 55]

12
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Groupes Formules brutes Point de fusion (Tm) Références
Glyceryl monolaurate Ci15H3004 63 [56]
Mélanges
Glyceryl behenate C25H2504 83 [57, 58]
Glyceryl palmitostearate C37H7307 52-55 [59-61]
Qualité witepsol 31-39 [10, 62, 63]
Acides gras
Acide béhénique C22H2402 72-80 [57, 58]
Acide stéarique CisH3602 67-72 [43, 55,57, 58, 64]
Acide palmitique Ci16H3202 61-62,5 [57, 58, 65, 66]
Acide oléique Ci1sH3402 13-14 [38, 59, 67]
Acide myristique Ci14H2502 54,4 [57, 58]
Alcools gras
Stearyl alcohol CisH330 59,4-59,8 [68-70]
Cetyl alcohol Ci6H340 49 [38, 61, 70, 71]
Myristyl alcohol Ci14H340 38 [70]
Lauryl alcohol Ci12H260 24-27 [70]
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Groupes Formules brute Point de fusion (Tm) Références
Cires
Cetyl palmitate C32H6402 54 [53, 68, 72, 73]
Cire des abeilles Ci5sH31COOC30Hs1 62-64 [74, 75]
Cire de carnauba 82 [75, 76]
Autres
Huile de ricin (NLC) CsHeO2 -18 [77]
Huile de ricin hydrogéné 86 [65, 78-80]
Huile de palme hydrogéné [81, 82]
Beurre de cacao 34-38 [83, 84]
Beurre de Karité 33-37 [85]
La graisse de chévre 51 [86]
La graisse de lait anhydre 32-34 [87]
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1.1.3.1.3. Beurre de Karitée

Le beurre de Karité est une matiére grasse végétale extraite des fruits de Karité.
Elle est composée essentiellement de triacylglycérols et des insaponifiables. Kapseu et al.
et Di Vincenzo et al., ont identifié¢ trois groupes de triacylglycérols dans le beurre de

Karité : polyinsaturés, di-insaturés et mono-insaturés [88, 891].

Tableau 3: Composition (%) en triglycérides du beurre de Karité. S : acide stéarique, P :
acide palmitique, O : acide oléique, A : acide arachidique Li : acide linoléique, Ln : acide

linolénique [90].

Triacylglycérols polyinsaturés
SLiLi OOLi POLi OOO SLiO LiLiLi OLiO LiLnLi PLiP  Références
- 2 26 78 105 - - - - [88]
0,6 - - 10,8 5,2 1,7 1,6 0,3 0,1 [89]

Triacylglycérols di-insaturés

POO PLiS SO0 AOO Références
2,5 - 35,2 - [88]
3,1 1,5 26,7 1,2 [89]

Triacylglycérols mono-insaturés

PPS POS SOS Références
0,5 8,5 32,6 [88]
- 5,3 40,4 [89]

Le triacylglycérol polyinsaturé principal est OOO (10,6 %), tandis que les
principaux triacylglycérols s mono- et di-insaturés sont SOS (40,4 %) et SOO (35,2 %)
respectivement. La composition varie avec les régions. Par exemple, le teneur en SOS varie
de 13% dans le beurre de Karité d’origine Ougandaise a 45% dans le beurre de Karité
provenant du Burkina Faso [90]. L’analyse des acides gras a montré que le beurre de Karité

est riche en acide oléique (49,3% en moyenne) et acide stéarique (42,6% en moyenne).

En outre la variation de la composition en lipides présente une influence sur le point
de fusion du beurre de Karité qui varie entre 25°C et 45°C. De plus, le beurre de Karité
contient des insaponifiables tels que les stérols, les alcools triterpéniques, les composés
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phénoliques et les tocophérols [91-93]. La présence de ces composés confére au beurre de
Karité des activités biologiques intéressantes telles qu'une activité anti-inflammatoire et
une activité antioxydante. En outre, le beurre de Karité en particulier a 1’état non raffiné,

peut contenir du latex qui confeére en plus une protection naturel contre les ultraviolets [89].

1.1.3.1.4. Cristallisation des lipides — état polymorphique

L’organisation des chaines lipidiques a 1’état solide se présente a deux niveaux
différents [94]. Le premier fait référence a l'empilement longitudinal en feuillets des
chaines hydrocarbonées (structure lamellaire) avec des distances de répétition comprises
en 40 et 60 A). Le second correspond a la structure cristalline des chaines entre elles
(empilement latéral) selon différentes géométries (hexagonale, orthorhombique,
triclinique) avec des distances de répétition plus faibles comprises en 3 et 5 A) (Figure 3).
Les deux organisations peuvent étre mises en évidence par diffraction des rayons X (DRX)
respectivement aux bas angles (SAXS : Small Angles X ray Scattering) pour 1’empilement
longitudinal et aux grands angles (WAXS: Wides Angles X ray Scattering) pour
I’empilement latéral. Le principe de la DRX est détaillé dans le chapitre II partie 9.3.

Maille hexagonale o

. \ 3-5 A - Distance de répétition r3r|

""""" - - . déterminée par WAXS ou DRX 5

...... Scicta - 5

i M ® 3

A0-B0 A e e Empilement latéra > 0
Distance de D
répétition | .- . L . €5
déterminée par [ <— Empilement 2L - o R
. AR I 1.3 N8 5.1 U P o @,

SAXS =

=

S

=

Figure 3: Schéma de I'organisation d'un lipide cristallisé.

D’apres la littérature, les chaines d’acides gras cristallisent principalement sous

trois structures (polymorphes) nommées a, ’ et B (Figure 4).
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]
a B B
orthorhombique triclinique
hexagonale . . s
perpendiculaire parallele
Vue % ------ '. .'.__“... % _____ %
selon %< 3 % %
I'axe c : ______ % o ¢ %
Vue Chaines
selon hydrocarbonées
I'axe b orientées
aléatoirement
Chaines perpendiculaires  Chaines paralleles
4.15A 4.1-4.2 A 4.6A
sighature | \ 384 \
WAXS/DRX

Figure 4: Types de structures cristallines formées par les lipides (empilement latéral).

La phase a correspond a un empaquetage hexagonal des chaines hydrocarbonées

avec une orientation aléatoire. La phase B’ présente une structure orthorhombique
perpendiculaire dont les chaines d’acides gras sont perpendiculaires les unes aux autres. La
phase P présente une structure triclinique dans laquelle les chaines sont parall¢les entre

elles.

Chaque structure présente des pics caractéristiques sur les diffractogrammes DRX.
La phase a présente principalement un pic a 4,15 A. La phase B’ présente 2 pics a 4,1-4,2
A etun pic 4 3,8 A. La phase B présente 3 pics avec le premier est situé a 4,6 A.

Trois types d’empilement des chaines d’acides gras sont également présentés dans

la littérature (Figure 5) [94].
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Configuration Configuration 2L Configuration
2L tilté 3L
i L
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2
~45 A ~40 A ~60 A
signature

SAXS

Figure 5: Types d'empilements longitudinaux formés par les lipides.

Chaque configuration présente un pic caractéristique en SAXS. La configuration
2L présente un pic caractéristique a 45 A qui correspond a la longueur de 2 chaines
hydrocarbonées. La configuration 3L présente un pic a 60 A qui correspond a la longueur
de 3 chaines. En outre, les chaines peuvent étre perpendiculaires ou inclinées au plan de
I’empilement longitudinal. Lorsque les chalnes sont inclinées on parle de la configuration
2L inclinée ou tiltée qui présente un pic caractéristique a 40 A. La présence d’insaturations

peut conduire a une structure coudée des chaines hydrocarbonées.
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1.1.3.2. Les tensioactifs

Les études portant sur les SLNs ont démontré que la composition du systéme
(concentration du lipide, ratio lipide/tensioactif, ...) influe sur plusieurs propriétés des
particules obtenues telles que la taille des particules et la stabilité [53, 71, 95, 96]. La nature
du tensioactif utilisé pour stabiliser la dispersion est ainsi importante et va contrdler
différentes propriétés telles que la taille et la stabilit¢ des SLNs. La concentration en
tensioactif est aussi primordiale. Pour obtenir des particules de petites tailles, il est
nécessaire d’augmenter la concentration du tensioactif, afin de stabiliser 1’interface [97,

98].

1.1.3.2.1. Définition

Un tensioactif ou agent de surface est un composé qui modifie la tension interfaciale
entre deux milieux. Les composés tensioactifs sont des molécules amphiphiles, c'est-a-dire
qu'elles présentent deux parties d’affinités différentes, I'une lipophile (« queue
hydrophobe », chaine hydrocarbonée soluble dans I’huile) et apolaire, l'autre hydrophile
(« téte » hydrophile soluble dans 1’eau) et polaire (Figure 6).
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Figure 6: Exemple des tensioactifs courants.

Les tensioactifs permettent ainsi de faire coexister deux phases non miscibles, en
se placant a I’interface. Ils interagissent avec la partie apolaire par leur partie hydrophobe et
avec la phase aqueuse par leur partie hydrophile. Dans les domaines pharmaceutiques et
agro-alimentaires, les tensioactifs sont utilisés comme émulsifiants, et/ou agents de

solubilisation [99].

1.1.3.2.2. Classification

Les tensioactifs sont classés selon deux critéres : leur caractére hydrophile /
lipophile (balance hydrophile / lipophile ou HLB (Hydrophilic/lipophilic Balance)) et leur
charge. La HLB est une échelle allant de 0 a 20 utilisée pour caractériser le caractére
hydrophile ou hydrophobe des tensioactifs. Elle est calculée par la formule suivante

(échelle de Griffin valable pour les tensioactifs non-ioniques) (Eq.1, [100]) :
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Masse dela partie hydrophile

HLBz( szo (Eq.1)

Massedela partie hydrophobe

La balance HLB est liée a la solubilité du tensioactif. Les tensioactifs lipophiles
présentent une HLB faible (< 8) tandis que les tensioactifs hydrophiles possedent HLB
¢levée (> 12), les tensioactifs intermédiaires possédent une HLB comprise entre 8 et 12.
Les tensioactifs hydrophobes permettent généralement de stabiliser des émulsions inverses
alors que les tensioactifs hydrophiles favorisent la formation d'émulsions directes. La loi
de Bancroft stipule en effet que le sens de I’émulsion dépend de la solubilité du tensioactif,

le milieu continu étant celui dans lequel le tensioactif est soluble préférentiellement.

Les tensioactifs non ioniques ne présentent pas de charge électrique. Ils sont
généralement moins irritants par rapport aux tensioactifs anioniques et cationiques [99]. La
partie hydrophile peut étre composée de motifs oxyéthylénes (OC2H4) ou de dérivés de
polyols. La partie hydrophobe comprend des chaines hydrocarbonées saturées ou

insaturées ou des alcools [99].

Les tensioactifs anioniques (téte polaire chargée négativement) conduisent a une
charge de surface négative des objets qu’ils forment en solution aqueuse. La HLB des
tensioactifs ioniques est déterminée par la formule de Davis (Eq.2) [101]. IIs sont utilisés
notamment dans la fabrication des shampooings. Par ailleurs, ils sont partiellement
désactivés par des métaux chargés positivement tels que le calcium et le magnésium d’ou

I’ajout des agents chélateurs de Ca et Mg [99].

HLB = Z valeurs associées aux groupes hydrophiles — Z valeurs associées aux groupes hydrophobes + 7

(Eq.2)

Les tensioactifs cationiques portent une charge positive dans le milieu aqueux. Ce sont
généralement des produits azotés (avec un atome d'azote chargé positivement). Ils ont des

propriétés bactériostatiques et émulsifiantes. Ils peuvent étre utilisés dans le nettoyage des

plaies [102].
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Les tensioactifs zwitterioniques ou amphoteéres contiennent a la fois des groupements

positifs et négatifs. La charge de ce type de tensioactifs dépend du pH du milieu [99]:

e Enmilieu basique, ils se comportent comme des tensioactifs anioniques, le groupement
chargé positivement est déprotoné tandis que le groupement acide est chargé
négativement (déprotonation).

e En milieu acide, ils se comportent comme des tensioactifs cationiques ou la partie
basique est protonée.

e A un pH spécifique, la somme des charges est nulle, ils se comportent alors comme des

tensioactifs non ioniques.

Ils sont utilisés dans la fabrication des produits cosmétiques et les produits de lavage

de vaisselle en raison de leurs propriétés moussantes.

Les tensioactifs, souvent utilisés dans la littérature pour stabiliser les SLNs et NLCs,

sont présentés dans le Tableau 4.
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Tableau 4: Tableau récapitulatif des différents types de tensioactifs utilisés pour la

préparation des SLNs et NLCs

Tensioactifs Références

Non ioniques

Polyoxyethylene sorbitan ester d’acide gras

Polysorbate 20 (Tween 20) [54, 81, 103]
Polysorbate 60 (Tween 60) [45, 69, 71]
Polysorbate 80 (Tween 80) [42-45, 51, 55, 81]
Polysorbate 85 (Tween 85) [81]

Polyoxyéthylene alkyl/aryl éthers

Polyoxyethylene (20) cétyl ether [104]
Polyoxyethylene (20) isohecadecyl éther [104]
Polyoxyethylene (20) oleyl ether [104]
Polyoxyethylene (20) stearyl ether [103-106]
Tyloxapol [107, 108]

Huiles de ricin éthoxylés
PEG-35 huile de ricin [109]
PEG-40 huile de ricin hydrogéné [110,111]

Poloxamers (copolyméres a blocs)

Poloxamer 188 [46, 51,77, 112]
Poloxamer 407 [63, 113, 114]
Anioniques

Déhydrocholate de sodium [55]
Taurocholate de sodium [64, 83, 115]
Glycocholate de sodium [116-118]
Cholate de sodium [119, 120]
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Tensioactifs Références
Lauryl sulphate de sodium [121, 122]
Cationiques

Bromure de cetrimonium [68, 69, 71]
DOTAP [38, 123]
DOTMA [124]
Sels de Chlorhexidine [125]
Bromure de diméthyldiocta- décylammonium [67]
Amphoteéres

L-a-phosphatidylcholine [47]
Lécithine de soja [40, 55, 60, 77, 126]
Lécithine d’ceuf [75, 127]

1.1.3.2.1. Les phospholipides

Les phospholipides sont des lipides contenant une chaine de glycérol estérifiée en

positions 1 et 2 par des acides gras et en position 3 par un groupement phosphate. Ce sont

des lipides amphiphiles ¢’est-a-dire constitués d’une « téte » polaire attachée a des chaines

hydrocarbonées (« queues » hydrophobes) (Figure 7). La nature des groupements li€s aux

groupements phosphates est trés diverse. Les plus courants sont 1’acide phosphatidique, la

phosphatidylcholine (PC), la phosphatidyléthanolamine (PE) ou la phospatidylsérine. Les

chaines hydrocarbonées varient en taille et en degré de saturation. La lécithine est

probablement la forme la plus commune de phospholipides, elle est formée principalement

de PC.
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Téte hydrophile

Queue
hydrophobe

Bicouche de phospholipides

Figure 7: Représentation schématique de la structure générale d'un phospholipide, et son

comportement sous forme de bicouche dans 1’eau (slide player.fr, consulté le 16/09/2015)

Les phospholipides sont des composés amphiphiles, utilisés en tant que tensioactifs
stabilisant des nanoparticules lipidiques. Les premiers efforts dans le but de comprendre
les mécanismes de stabilisation des émulsions par des phospholipides sont attribués a
Frieberg et a ses collegues qui ont étudi¢ 1’effet de 1’adsorption d’une couche de
phospholipides a I’interface sur la stabilité¢ des émulsions [128-130]. Ils ont ainsi montré
que la stabilité¢ de I’émulsion est améliorée par la présence d’une couche de phospholipides
a I’interface. Rydhag et Wilton ont étudié le gonflement des PCs (sous forme des vésicules)
a I’interface. Ils ont ainsi montré que le gonflement dépend de la concentration des autres
phospholipides (PE, phospatidylinositol (PI) et acide phosphatidique) [131]. Le
gonflement a été renforcé par la présence des phospholipides chargés négativement, ce qui
montre que la présence de ces phospholipides permet une répulsion électrostatique entre

les gouttelettes qui renforce leur stabilité.
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Les phospholipides peuvent étre utilisés dans la stabilisation des émulsions et des SLNs

[45] .

[.1.4. Méthodes de préparation des SLN

Les méthodes de préparation des nanoparticules lipidiques solides sont nombreuses
et largement décrites dans la littérature [2, 21, 132]. Le principe de base de ces méthodes
repose sur la préparation de nanoémulsions avec ou sans apport d’énergie dans le systéme.
Les nanoparticules sont obtenues a partir d’une nanoémulsion directe huile/eau préparée a
une température supérieure a la température de fusion du lipide utilisé. La phase suivante
de solidification/cristallisation du lipide par refroidissement conduit a la formation des

nanoparticules solides a température ambiante.

1.1.4.1. Homogénéisation a haute pression
La technique d’homogénéisation a haute pression est 1’'une des premiéres
techniques utilisées pour la préparation des SLNs [14] (Figure 8). De nos jours, cette
technique est bien établie pour la production des nanoémulsions, I’homogénéisation du lait,
la préparation de crémes glacées, etc [21]. Elle présente de nombreux avantages dont une
facilité de production a grande échelle, une absence de solvants organiques et un temps de
production relativement cours. Elle peut étre effectuée a chaud (lipide fondu) ou a froid

(lipide solide)

Dans cette technique, un liquide est poussé a haute pression dans un espace étroit.
La pression ¢levée (100-2000 bars) et le faible diametre de 1’orifice (quelques microns)
vont provoquer une accélération de la dispersion et une diminution de pression tres
importante. Il en résulte une contrainte de cisaillement et des forces de cavitation tres
¢levées qui vont perturber les particules dans le liquide. Une augmentation de la
température au cours du processus (généralement autour de 10°C tous les 500 bars) est

¢galement possible en raison de la forte accélération et des forces de friction [21].
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Figure 8: Représentation schématique de la préparation des SLNs et NLCs par

homogénéisation a haute pression [21].

1.1.4.2. Homogénéisation a chaud

Cette technique est réalisée a des températures supérieures au point de fusion du
lipide. Elle est similaire a I’homogénéisation d’une émulsion. Une pré-émulsion H / E est
obtenue aprés homogénéisation a grande vitesse du mélange principe actif / lipide chauffé
a une température supérieure au point de fusion. L’homogénéisation a haute pression est
ensuite effectuée toujours a une température supérieure au point de fusion du lipide utilisé.
Généralement, la taille des particules obtenues diminue lorsque la température utilisée lors
de la production augmente en relation avec une diminution de la viscosité du lipide.
Néanmoins, une température trop élevée peut affecter la stabilité des particules [133] . Les
propriétés du systeme final dépendent du nombre de passages a travers I’homogénéisateur
a haute pression. Dans la plupart des cas il suffit de 3 a 5 cycles d’homogénéisation a une
pression allant de 500 a 1500 bars pour obtenir des nanoparticules monodisperses.
L’augmentation du nombre des cycles d’homogénéisation conduit a une augmentation de

la taille des SLNs due a la coalescence des particules.
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1.1.4.3. Homogénéisation a froid

La premicre étape est similaire avec la technique d’homogénéisation a chaud
incluant la solubilisation du principe actif a encapsuler dans le lipide fondu. La solution
contenant le principe actif subit ensuite un refroidissement rapide (plongée dans de la
carboglace ou dans de 1’azote liquide) pour favoriser une bonne dispersion du principe actif
dans la matrice lipidique. Le lipide solide est ensuite pulvérisé a froid pour fragiliser les
lipides par un broyeur en mortier pour conduire a des microparticules de tailles variant
entre 50 et 100 um. Ces particules sont ensuite dispersées dans une solution d’émulsifiant
réfrigérée. Enfin, la dispersion est soumise a une homogénéisation a haute pression a une
température inférieure ou égale a la température ambiante avec un contrdle appropri¢ de
I’¢élévation de la température au cours du processus. En comparant avec I’homogénéisation
a chaud cette technique conduit a des particules de taille supérieure [134]. Cette technique
a pour avantage d’éviter ’exposition de 1’échantillon a la chaleur durant le processus
d’homogénéisation. Il est cependant toujours nécessaire de chauffer pour solubiliser le

principe actif dans le lipide fondu.

1.1.4.4. Ultrasonication ou homogénéisation a grande vitesse

Les SLNs peuvent étre préparées par sonication ou homogénéisation a grande
vitesse [135, 136]. L’ inconvénient de ces techniques réside dans 1’obtention de dispersions
de particules de grande taille (quelques microns), induisant une instabilité physique,
notamment une augmentation de la taille des particules lors du stockage. Par ailleurs,
’ultrasonication provoque une contamination par des métaux et une augmentation de la
température de I’échantillon ce qui induit une dégradation du principe actif sensible a la
chaleur. L’idéal est d’utiliser des systémes de contrdle de température en gardant la
température constante durant la sonication. Les mauvaises propriétés du produit obtenu
aprés homogénéisation a grande vitesse (particules de taille de microns, instables) sont les
raisons pour lesquelles cette technique est couplée soit avec [’ultrasonication soit
I’homogénéisation a haute pression [21]. Le principal avantage de ces techniques est la

facilité¢ de mise en ceuvre ainsi qu’une bonne reproductibilité de résultats.

28



Revue bibliographique

1.1.4.5. Emulsification / Evaporation du solvant

Cette technique consiste a solubiliser le lipide dans un solvant organique non
miscible a I’eau (ex : cyclohexane). Cette phase organique est ensuite émulsifiée dans une
phase aqueuse par sonication [137] (Figure 9). Apres €évaporation sous pression réduite du
solvant, une dispersion des nanoparticules est formée par précipitation du lipide dans le
milieu aqueux. La taille des nanoparticules obtenues peut étre comprise entre 25 et 100 nm
et dépend du mélange tensioactifs / co-tensioactifs. L’inconvénient majeur de cette
technique est 1’utilisation des solvants organiques. Cette technique est utilisée notamment
pour I’encapsulation des principes actifs thermosensibles en raison de 1’absence de toute
contrainte thermique.

Aqueous

solution of
surfactant SLN/NLC

- 0

Evaporation of

mff Sonication arganic solvent
VY T Og| T €

-

Drug solution
in organic
solvent

A -drug
—@ -surfactant

Figure 9: Représentation schématique de la technique d'émulsification - évaporation du

solvant pour la préparation des SLNs et NLCs [21].

1.1.4.6. Eléctro-atomisation
Dans cette technique relativement nouvelle, une atomisation ¢électrodynamique est
utilisée pour produire des SLNs directement sous forme de poudre [138]. Les particules

obtenues par cette méthode sont monodisperses et de taille inférieure au 1um. Cependant,
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le procédé est actuellement a 1’étude pour son applicabilité dans la production de grandes

quantités de particules.

1.1.4.7. Préparation des SLN basée sur la formation d’une microémulsion

La formation de microémulsion est utilisée comme une étape pour préparer des
SLNs et NLCs depuis les années 90 [139]. La microémulsion est formée spontanément
(état thermodynamiquement favorable) en utilisant un ratio lipides / tensioactifs faible. Les
proportions des composants du systéme sont essentielles et dans la plupart des cas, des
diagrammes de phases ternaires sont utilisés pour étudier et décrire les domaines de la
formation de la microémulsion. Cette technique consiste @ mélanger un lipide fondu avec
une solution micellaire de tensioactifs, chauffée a la méme température. Cette dispersion
est soumise a une agitation a faible vitesse jusqu’a ce que la microémulsion soit formée.
La microémulsion est ensuite dispersée dans un grand volume d’eau froide (2-3°C) tout en
agitant. Ainsi, les gouttelettes lipidiques vont se solidifier. Les SLNs ou NLCs obtenues
par cette technique sont sphériques et monodisperses. Cependant, le procédé présente
plusieurs inconvénients : 1) La dispersion finale est trés diluée (comprise entre 1 : 25 et 1 :
50 par rapport a I’émulsion chaude), d’ou la nécessité de concentrer les particules par
ultrafiltration, lyophilisation ou par d’autres méthodes. ii) La concentration élevée de

tensioactifs / co-tensioactifs utilisés est un autre inconvénient majeur de cette technique.

1.1.4.8. Préparation des SLNs par injection du solvant

Cette technique a été développée par Fessi et al. [140]. Elle consiste a solubiliser
les lipides utilisés dans des solvants qui diffusent rapidement dans la phase aqueuse (ex :
acétone, DMSO, éthanol). La taille des particules obtenues augmente avec I’augmentation
de la lipophilicité du solvant utilisé. D’apres Fessi et al., la taille des particules dépend de
la vitesse de diffusion des lipides dans la phase aqueuse et les solvants polaires peuvent
étre uniquement utilisés. Cette technique présente comme avantage 1’absence de
températures ¢levées et des cisaillements lors de la préparation des SLN. Néanmoins,

I’inconvénient majeur reste I’utilisation de solvants organiques.
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I.1.5. Incorporation de principes actifs dans des SLN

Plusieurs types de principes actifs avec différentes lipophilicités ont été incorporés
dans des SLNs. L’incorporation du principe actif prend en compte sa localisation dans la
matrice lipidique [141]. La capacité d’incorporation du principe actif est influencée par

différents parametres :

- La solubilité du principe actif dans le lipide.

- La structure chimique et physique de la matrice lipidique solide.
- L’état polymorphique du lipide utilis€.

La solubilit¢ du principe actif dans le lipide est une condition primordiale pour
obtenir une capacité d’incorporation suffisante. Elle doit étre plus élevée que nécessaire
car elle diminue lors de la cristallisation du lipide. L’addition des tensioactifs et 1’utilisation
des mono- ou di- glycérides dans la formation dela matrice lipidique favorise la

solubilisation du principe actif dans le lipide fondu [142].

Par ailleurs, il faut tenir compte de la nature chimique du lipide. Les lipides formant
un réseau cristallin parfait conduisent a une expulsion du principe actif. Les lipides plus
complexes comme des mélanges de mono-, di- et triglycérides avec des acides gras
possédant des chaines de longueurs différentes diminuent le risque d’expulsion, en formant

des cristaux imparfaits [142].

Le polymorphisme du lipide est un autre facteur qui influe sur les propriétés des
nanoparticules lipidiques. La présence de plusieurs formes cristallines dans les lipides est
particulierement utile car elles fournissent des défauts de structure (imperfections) dans
laquelle les molécules actives peuvent étre logées. Cependant, le réseau cristallin parfait
est thermodynamiquement plus stable que le réseau imparfait. Par exemple, la forme B des
triglycérides est plus stable que les formes B’et o [143]. Les formes métastables ont
tendance a se transformer en une forme thermodynamiquement plus stable. Ces transitions
posent un défi important dans le développement des SLNs, puisque les molécules actives
sont logées dans les imperfections du réseau cristallin. Leur disparition avec le temps crée

donc un probléme évident au niveau de la quantité de principe actif encapsulé. Il en résulte
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I’expulsion du principe actif pendant le stockage ou bien une libération rapide apres

administration du systéme.

Généralement, la cristallisation des lipides a longues chaines d’acides gras est plus
lente que ceux avec des chaines plus courtes [144]. Les nanoparticules lipidiques a base de
cire sont physiquement plus stables, mais elles présentent une expulsion importante du
principe actif a cause de sa nature cristalline [145]. Un systéme optimisé a base de SLNs
peut étre créé en formant une fraction de la forme a préservée lors du stockage. Ainsi, les
SLNs peuvent étre considérées comme des vecteurs d’administration du principe actif
ayant un mécanisme de déclenchement intégré de libération en initiant la transformation
de la forme a vers la forme B qui est la plus stable. On peut citer plusieurs facteurs de
déclenchement tels que la température et une diminution de la proportion en eau de la

dispersion.

Concernant la localisation du principe actif au sein de la particule, Muller a décrit

3 modgeles d’incorporation du principe actif dans des SLNs (Figure 10) :

(a) (b) (c)

b

£

4
e

Drug molecule

Figure 10: Mode¢les d’incorporation du principe actif dans les SLNs [22]: a) Mod¢le de
couronne enrichie. b) Modele cceur enrichi en principe actif. ¢) Modele de dispersion

homogene du principe actif dans les SLNs.

a) Le modele « couronne enrichie » peut étre expliqué par un mécanisme de
précipitation des lipides qui se produit lors de la production entrainant une répartition

spécifique du principe actif pendant le refroidissement. Le refroidissement rapide accélere
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la précipitation du lipide dans le cceur de la particule avec une augmentation concomitante
de la concentration du principe actif dans la couronne. La chute de température conduit a
la précipitation du principe actif dans la couronne des SLNs. Ce modele est approprié pour
avoir une libération rapide du principe actif. Une telle libération rapide est hautement
souhaitable pour les formulations des SLNs utilisées en dermatologie nécessitant une

pénétration rapide du principe actif dans la peau [34].

La solubilité du principe actif dans la phase aqueuse a une température élevée, est
un autre facteur pouvant influencer la précipitation du principe actif dans la couronne. Au
cours de ’homogénéisation a chaud le principe actif se déplace partiellement dans la phase
aqueuse en raison de sa solubilité accrue dans cette phase (tensioactifs et eau). Cependant,
le refroidissement de la dispersion entraine une diminution de la solubilité du principe actif
dans la phase aqueuse. Cela conduit a I’enrichissement du principe actif dans la couronne,

dans le cas ou la recristallisation du lipide a déja commencé [34].

b) Le modele d’incorporation du principe actif dans le cceur de SLN est obtenue
quand le principe actif précipite avant la recristallisation du lipide, c’est-a-dire lorsque la
concentration en principe actif est proche de la saturation. Le refroidissement de la
nanoémulsion entraine la supersaturation du principe actif et donc sa précipitation avant la

recristallisation du lipide.

¢) Un modéle de solution solide, ou modele de matrice homogéne, est obtenu
lorsque le principe actif est dispersé d’une mani¢re homogeéne dans la matrice lipidique.
Ce modele est habituellement décrit pour des nanoparticules lipidiques préparées par la
technique d’homogénéisation a froid, ou lorsque des principes actifs trés lipophiles sont
incorporés dans les nanoparticules de telle sorte que la technique d’homogénéisation a
chaud peut étre employée sans I’utilisation de tensioactifs. Lorsque la technique
d’homogénéisation a froid est utilisée, le principe actif solubilisé se disperse dans le lipide.
Lorsqu’il est soumis a une homogénéisation a haute pression, 1’agitation mécanique
conduit a la formation de nanoparticules lipidiques avec une matrice homogene. Un résultat
similaire est obtenu lorsque les gouttelettes lipidiques produites par homogénéisation a

chaud se refroidissent rapidement. Les gouttelettes cristallisent et il n’y a pas de séparation
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de phase entre le principe actif et le lipide. Ce modele est appropri€ pour avoir une

libération prolongée du principe actif [34, 145].

[.1.6. Libération du principe actif des SLNs

De nombreuses études ont été réalisées pour controler les propriétés des SLNs telles
que leur stabilité, leur morphologie, leur cristallisation, leur toxicité in vivo, etc [45, 95, 96,
146]. Par ailleurs, ces particules étant souvent utilisées comme vecteur potentiel, I’étude
de I’incorporation et de la libération d’un principe actif est un facteur important dans la

conception, le développement et I’évaluation de ces nanovecteurs.

Une caractéristique importante des SLNs concerne le controle de la libération du
principe actif qui dépend principalement de sa localisation au sein de la particule [134].
Une molécule active se trouvant a la surface ou dans 1I’enveloppe externe (mod¢le couronne
enrichie) sera rapidement libérée, tandis que si elle est localisée dans le cceur de la
nanoparticule, sa libération se fera de maniére prolongée. Laserra et al. ont étudié la
libération de lipoyl-mémantine encapsulé dans des SLNs, dans des milieux simulant le suc
gastrique (SGF, Simulated Gastric Fluid) et intestinal (SIF, Simulated Intestinal Fluid) en
utilisant une membrane de dialyse [147] (Figure 11).
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Figure 11: Libération de lipoyl-mémantine in vitro dans SGF a pH 1,2 et dans SIF a pH 8
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Le lipoyl-mémantine est un principe actif hydrophobe et faiblement soluble dans la
phase aqueuse. Pour cela un tensioactif non ionique (crémophore ELP) a été ajouté pour
améliorer la solubilité du principe actif libéré. Les résultats indiquent que dans les deux
milieux, 12% du principe actif a été libéré apres une heure d’incubation Par contre, 20%
de lipoyl-mémantine a ét¢ libéré aprés 4h d’incubation. D’aprées ces résultats, on peut dire
que 80% du principe actif existe dans le cceur hydrophobe, et 20% existe soit dans la

couronne ou a la surface des SLNs.

La composition du systeme utilis¢ peut également influencer la libération du
principe actif encapsulé. Olbrich et Muller ont montré que le lipide et le tensioactif sont
responsables de la dégradation de la matrice lipidique par les lipases, puisque les lipases
ont besoin d’une interface lipidique pour étre actives. Une balance entre des stabilisateurs
stériques et d’autres tensioactifs doit étre optimisée pour modifier la libération du principe
actif et la dégradation des particules [148]. Le revétement des nanoparticules par un
polymeére hydrophile (ex : chitosane) évite la reconnaissance des nanoparticules par les

lipases.

[.1.7. Stabilité des SLNs

1.1.7.1. Mécanismes physico-chimiques de déstabilisation des SLNs
Tout comme les émulsions, les SLNs sont des systémes thermodynamiquement
instables. Leur stabilité ne peut étre donc étre qualifiée que de cinétique, la séparation de
phase étant le systéme stable du point de vue thermodynamique. Les aspects de stabilité
sont donc une question majeure dans toute étude axée sur les SLNs. Pour conserver un
systéme stable au cours du temps, il faut lutter contre plusieurs mécanismes physico-

chimiques impliqués dans la déstabilisation des SLN.

1.1.7.1.1. Stabilité chimique (stabilité des lipides)

La stabilité chimique des lipides dans les formulations est trés importante pour la

qualité du produit final. Le mécanisme d’oxydation des lipides a 1’état nanodispers¢ differe

35



Revue bibliographique

de 1’état « bulk » en raison de la phase aqueuse qui peut contenir des antioxydants et des

pro-oxydants [149].

Les principaux pro-oxydants pouvant existés dans la phase aqueuse sont les métaux
de transition. Ces derniers permettent la décomposition des hydroperoxydes situés a la
surface des particules en radicaux libres [150]. Les acides gras libres sont aussi des
promoteurs de I’oxydation des lipides [151]. Néanmoins, la structure rigide des SLNs et
NLCs est censée protéger les lipides de 1’oxydation en les piégeant dans le cceur solide
[149]. Soukharev et al. ont ainsi préparé¢ des formulations de SLNs en utilisant
exclusivement des triglycérides et ont ensuite comparé la stabilité des systeémes obtenus
avec d’autres formulations produites avec des lipides de différents ratios en mono-, di- et
triglycérides (Softisan et Imwitor) et des lipides ayant différents groupements hydroxyles
(Witepsol S51 et S55) [152]. La stabilité des lipides a été é¢tudi¢e par chromatographie en
phase gazeuse. Les résultats obtenus ont montré que les SLNs fabriqués avec des
triglycérides sont plus stables avec ceux produits avec des mono- et diglycérides. Les
triglycérides peuvent subir une réaction d’hydrolyse conduisant a la formation des mono-,
diglycérides et des acides gras libres. Néanmoins, leur localisation a I'intérieur des
particules limite leur sensibilité a I’hydrolyse contrairement a des phospholipides localisés

a I’extérieur des liposomes.

11.7.1.2. Stabilité physique
1.1.7.1.2.1 Relation entre la stabilité physique des SLNs et la transition
polymorphique du lipide
La stabilité physique peut €tre liée a 1’état cristallin des lipides dans la formulation.
Les lipides présentent plusieurs structures citées précédemment. Ces phases a, 3’ et 3, ainsi
qu’un état possible de surfusion « supercooled melt » peuvent influer directement sur la

stabilité des particules (Tableau 4).
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Tableau 5: Influence de la structure du lipide sur les propriétés des SLNs [21].

Etats Capacité Mobilité des Stabilité Taille du  Morphologie
d’incorporation ~ molécules cristal des
lipidiques particules
Lipide en Tres élevée Treés élevée  Tres faible  Etat liquide Sphere
surfusion
Polymorphe Elevée Elevée Faible Quelques Sphéroide
o microns
Polymorphe Faible Faible Elevée Inférieurea  Sphéroide
B 5 um
Polymorphe Tres faible Tres faible  Tres élevée  20-100 pum  Plaquette et
B Forme
d’aiguille

Lorsque la formulation est refroidie rapidement les lipides cristallisent sous forme
o ou dans certains cas en état de surfusion (supercooled melts). Pendant le stockage une
transition de phase se produit a partir des structures les moins stables vers les formes 8’ et
B les plus stables [153]. Généralement, 1’efficacité d’encapsulation et la capacité
d’incorporation en principe actif diminue avec la diminution du taux d’imperfections de la
structure cristalline du lipide. Pour cette raison, une expulsion du principe actif se produit
apres la transition de la structure cristalline. En outre, le polymorphisme entraine un
changement au niveau de la morphologie de la forme sphérique (polymorphe o) vers la
forme plaquettaire ou vers la forme des aiguilles (polymorphe ). Cette transformation
entraine une augmentation de la surface globale, c’est-a-dire, I’apparition de nouvelles

surfaces non stabilisées par les molécules de tensioactifs [45, 146] (Figure 12).
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Figure 12: Le mécanisme de déstabilisation des SLNs au cours du stockage [21].

La détection de la transition polymorphique peut étre tres difficile et plusieurs
facteurs peuvent interférés. Par exemple, la présence de phases liquides peut promouvoir
des changements de la structure cristalline des SLNs en dissolvant les cristaux moins
stables et entraine ainsi une recristallisation supplémentaire dans la forme la plus stable
[154]. Une cristallisation rapide peut conduire a la gélification du systéme avec des
modifications substantielles dans ces propriétés physico-chimiques [26]. Cependant, 1’état
colloidal des particules et la présence d’une grande quantité de tensioactifs retardent

généralement la cristallisation dans les formes les plus stables [153].

1.1.7.1.3. Gélification

La formation d’un gel est considérée comme un probléme trés grave. La
gélification est un phénomene rapide et imprévisible dans laquelle une dispersion de SL.Ns
de faible viscosité se transforme en un gel visqueux. Dans la plupart des cas ce phénomene
est irréversible [141]. Il existe plusieurs promoteurs de gélification, tels que la température
¢levée, la lumiere et la force de cisaillement [155]. La formation du gel peut se produire en
raison d’une concentration élevée en lipide, de la présence d’une grande force ionique
[156], de la cristallisation rapide du lipide [157] ou d’un contact intense de la dispersion
de SLNs avec d’autres surfaces telles que les matériaux d’emballage [154]. Tous les
promoteurs de gélification tendent & augmenter 1’énergie cinétique des particules, qui

favorise leur collision.
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L’addition des co-tensioactifs avec une mobilité élevée (ex : glycocholate) permet
de retarder ou d’éviter la gélification [158]. De plus, le stockage a 8°C dans I’obscurité tend
a inhiber la croissance des particules. Le stockage des particules lipidiques dans une
atmospheére d’azote rend les particules plus stables [155]. Le potentiel zéta est un bon
prédicteur de la gélification. Une augmentation ou une diminution indique le début d’une

gélification [159].

1.1.7.2. Modification de la dispersion : coalescence et miirissement
d’Ostwald

Contrairement aux émulsions, les particules solides devraient étre plus stables par
rapport a la coalescence. Une charge de surface suffisante permet par ailleurs de lutter

contre ce phénomene par une répulsion mutuelle des particules.

Néanmoins, le phénomeéne de mirissement d’Ostwald (Figure 13) peut apparaitre
méme a I’état solide. Ce phénomene bien connu pour les émulsions, consiste en la
migration de I’huile de petites gouttelettes vers de plus grosses a cause d’une différence de
pression interne suivant la loi de Laplace (pression inversement proportionnelle a la taille
des gouttelettes). Une émulsion présentant une distribution monodisperse de la taille des

particules est ainsi moins sensible au mirissement d’Ostwald.

Pour les SLNSs, le mirissement d’Ostwald correspond a I’augmentation de la taille
des particules due a la dissolution des petits cristaux conduisant a une augmentation de la
taille des grosses particules au détriment des plus petites [160]. Il est généralement
important dans le stade de formulation des SLNs (stade de formation de I’émulsion chaude)

et pas dans le stade de SLNSs solidifiées [3].
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Figure 13: Représentation du vieillissement d'Ostwald.

[.1.8. Stabilité de stockage des SLNs

Les nanoparticules lipidiques solides stabilisées par des tensioactifs, présentent une
stabilité physique importante dans le temps. Cependant, la stabilité des SLNs peut dépendre
¢galement des conditions de stockage [161]. La gélification, I’agrégation, I’augmentation
de la taille des particules et I’expulsion du principe actif sont les problemes majeurs
pouvant étre rencontrés lors du stockage des SLNs [141]. Les conditions de stockages telles
que, I’exposition a la lumiére, la température et les matériaux d’emballage sont des

parametres important de la stabilité des SLNs.

Freitas et Muller ont ainsi étudié¢ I’effet de la lumicre, de la température et des
matériaux d’emballage sur le potentiel z€ta, la taille des particules et sur la gélification des

SLN [155].

L1.8.1. Influence de la lumiere
Dans cette ¢tude, les dispersions de SLNs ont été exposées a différentes conditions
de luminosité telles que I’obscurité, une lumiére naturelle et une lumiere artificielle pendant
le stockage dans des flacons en verre de couleur blanche et brune. Le stockage dans des
flacons en verre de couleur blanche sous lumiére artificielle induit une gélification rapide

au bout de 14 jours avec une augmentation rapide de la taille des particules tandis que le
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processus de gélification est moins rapide lors de I’exposition a la lumiére naturelle. Les
résultats de D’exposition a I’obscurit¢ montrent que le processus de gélification et
I’augmentation de la taille des particules sont plus lents aprés un mois de stockage. La
dispersion de SLN a été modifiée aprés I’exposition a des conditions différentes
d’éclairage, conduisant a une diminution du potentiel z&€ta. En conclusion, I’introduction
d’énergie au systéme conduit a une diminution du potentiel zéta. Cet apport d’énergie peut
entrainer des changements dans la structure cristalline du lipide. La réorientation des
cristaux peut conduire a des modifications de la charge de surface des particules et ensuite

le potentiel zéta mesuré.

1.1.8.2. Influence de la température
La température correspond a 1’apport d’énergie au systéme pouvant conduire a une
modification de la structure cristalline des lipides et a la réduction du potentiel zéta [160].
Freitas et Muller ont montré que 1’augmentation de la température provoque

I’augmentation de la taille des particules et la réduction du potentiel zéta.

1.1.8.3. Influence des matériaux d’emballage
L’influence du matériau d’emballage sur la stabilité des SLN n’est pas bien connue,
mais 1’agrégation et la gélification peuvent étre induites par la surface du matériau utilisé.
Des ¢études ont ainsi mis en évidence que les SLN sont plus stables lorsqu’elles sont

stockées dans des récipients en plastique que dans des flacons en verre [162].

Freitas et Muller ont étudié la stabilité des SLN stockées dans des flacons en verre
et dans des flacons en verre siliconé dans des conditions optimales (8°C, obscurité), pour
mettre en évidence la siliconisation du verre sur la stabilité des SLNs. Ils ont observé que
le diametre des particules stockées dans le verre non traité est plus grand par rapport aux
SLNs stockées dans des flacons en verre siliconé, tandis que le potentiel z&éta des particules
stockées dans des flacons en verre siliconé était plus élevé par rapport au potentiel des

particules stockées dans des flacons en verre non traité. Il a été constaté que la réduction
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de I’adhésion des SLN a la surface du flacon par siliconisation minimise 1’agrégation des

SLNs et par conséquent améliore la stabilité¢ physique des particules.

[.1.9. Coexistence de plusieurs especes colloidales

La présence de différentes espeéces colloidales est un point important a envisager.
Malheureusement, cet aspect a €té ignoré dans la majorité des études sur les SLN. Les
tensioactifs ne sont pas localisés exclusivement sur la surface des lipides, mais ils peuvent
exister également dans la phase aqueuse sous différentes formes. Par exemple, le SDS qui
est un tensioactif anionique existe sous 3 formes différentes : 1) sur la surface du lipide, ii)
en micelle, et iii) sous forme de monomere. De plus, la lécithine utilisée comme un
stabilisant forme des liposomes et la présence des micelles mixtes doit étre prise en compte
dans les systémes stabilisés par des mélanges lécithine / glycocholate (sel biliaire). Les
micelles, micelles mixtes et liposomes sont connus comme agents de solubilisation des
principes actifs, diminuant ainsi le pourcentage d’encapsulation du principe actif dans les
SLNs. 11 faut ainsi tenir compte du fait de la présence de 1’une de ces structures si ’un de
ces agents existe dans le systéme en faisant de différents tests tels que par RMN ou ESR

(Electron Spin Resonance) qui permet de déterminer la localisation du principe actif [2].

[.1.10. La lyophilisation
La lyophilisation est largement utilisée pour améliorer la stabilité physico-chimique
des nanoparticules lipidiques. Néanmoins, il est essentiel de prévenir les réactions de

dégradation et de permettre la conservation de la taille des particules avant lyophilisation.

Il est prévu que le lyophilisat présente une meilleure stabilité chimique et physique
que les dispersions aqueuses des particules lipidiques. Par contre, les particules passent par

deux transformations qui pourraient affecter leur stabilité.

1- La transformation de I’état dispersé dans un liquide vers 1’état poudre : Cette
étape implique la congélation de I’échantillon et la sublimation de I’eau. La congélation
peut provoquer des problémes de stabilité en raison de la modification de la concentration

osmotique.
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2- La dispersion du lyophilisat : cette étape implique des situations ou I’agrégation

des particules est favorisée (pression osmotique élevée, teneur élevé en particules).

Il a été prouvé que la teneur en lipide dans les SLNs doit étre inférieure a 5% pour
prévenir [’augmentation de la taille des particules pendant la lyophilisation. Le contact
direct des particules lipidiques est diminué dans les échantillons dilués. Pour cela,
I’addition d’un cryoprotecteur est indispensable pour prévenir 1’agrégation des SLN.
L’effet des cryoprotecteurs sur la qualité du lyophilisat a été largement étudi¢ dans le
domaine des liposomes et des SLNs [163-165]. Les cryoprotecteurs typiques utilisés sont
le sorbitol, le mannose, le tréhalose, le glucose et le polyvinylpyrrolidone. Ils diminuent
I’activité osmotique de I’eau [166-168]. De plus, ils vont empécher le contact entre les
particules lipidiques. Par ailleurs, ils interagissent avec les tétes polaires des tensioactifs et

gardent les particules dans un état pseudo-hydraté [169].

Schwarz et al. ont étudié I’effet de la lyophilisation sur les propriétés physico-
chimiques des SLNs [164]. Ils ont trouvé que le glucose, le tréhalose, le mannose et le
maltose (entre 10% et 15 % en poids) conduisent aux meilleurs résultats concernant la
stabilité¢ et I’expulsion du principe actif aprés lyophilisation. Ces observations sont en
accord avec les résultats des études de lyophilisation des liposomes, indiquant que le
tréhalose est le plus efficace en tant que prévention de fusion des liposomes et expulsion

du principe actif [167, 170].

I.1.11. Digestion des SLNs

Généralement, la biodisponibilité est définie par la quantité¢ du principe actif
disponible pour agir au niveau de la cible thérapeutique, ¢’est-a-dire la quantité du principe
actif qui va atteindre la circulation systémique. Les nanoparticules lipidiques sont utilisées
pour améliorer la biodisponibilité des principes actifs qui sont faiblement solubles dans
I’eau comme la curcumine et la quercétine et des principes actifs qui possedent une faible

perméabilité cellulaire comme la catéchine [171].
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Bien que la digestion des SLNs est un processus complexe, elle peut étre classée en
trois phases principales, (1) la phase de digestion, (2) la phase d’absorption et (3) la phase

d’entrée dans la circulation systémique.

Lipase
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Figure 14: Représentation schématique de la digestion et 1’absorption des principes actifs

apres administration par voie orale des SLNs encapsulant des molécules bioactives [171].

La digestion est initiée par I’hydrolyse des triacylglycérols en diacylglycérols et
en acides gras par les lipases linguales et gastriques dans 1’estomac. En outre, la force de
cisaillement générée lors de la contraction antrale, de la rétropulsion et de la vidange
gastrique conduit a la formation d’émulsions a partir des lipides hydrolysés. Dans le
duodénum, la présence de lipides stimule la libération de sels biliaires et des fluides
pancréatiques par les vésicules biliaires qui vont assister a la formation des émulsions. En
outre, les sels biliaires qui sont de nature amphiphile, vont former une couche autour des
gouttelettes lipidiques. Cela va augmenter la surface des particules et les rendre plus

hydrophiles évitant ainsi la réagrégation des particules. Ensuite, la lipase qui est une
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enzyme hydrophile va agir sur les tri- et diacylglycérols en brisant la liaison entre le
glycérol et les chaines d’acides gras. En conséquence, chaque triacylglycérol libeére deux
acides gras et un monoacylglycérol [172]. Les acides gras et les monoacylglycérols libérés
vont former des micelles ou bien des micelles mixtes dans lesquelles le principe actif sera
encapsulé apres digestion. Ensuite, le principe actif encapsulé dans ces particules sera
absorbé par les entérocytes. Si le principe actif possede une solubilité suffisante (log P <
5) il sera transporté directement vers la circulation portale. Dans le cas de principes actifs
trés hydrophobes (log P > 5), ils seront transportés par les chylomicrons (lipoprotéines
intestinales) [32]. Ces lipoprotéines vont fusionner avec la membrane basolatérale des

entérocytes et vont atteindre la circulation a travers le conduit lymphatique thoracique.
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1.2 La curcumine

Dans cette étude, la curcumine a été choisie comme principe actif encapsulé dans les
SLNs. Cette partie présente ainsi ses propriétés ainsi que ses activités diverses qui la

rendent trés intéressante pour de nombreuses applications.

[.2.1. Définition

La curcumine est le composant principal de I’épice curcuma qui est un dérivé du
rhizome de la plante indienne Curcuma longa. Cette plante appartient a la famille des
Zingiberacae (gingembre). C’est une plante vivace originaire du Sud-Est de I’Asie [173,
174]. Le curcuma contient des composés connus sous le nom de curcuminoides qui
comprend la curcumine, la déméthoxycurcumine et la bisdéméthoxycurcumine (Figure 14)

[175].
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Figure 15: Structure des curcuminoides [176].

La curcumine est le composé principal des curcuminoides et il est responsable de la

couleur jaune du curcuma ainsi que de la majorité de ces activités biologiques [174].
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[.2.2. Propriétés physico-chimiques
La curcumine est un pigment polyphénolique de couleur jaune. Ses propriétés physico-

chimiques sont citées dans le Tableau 5.

Tableau 6: Propriétés physico-chimiques de la curcumine.

Propriétés physico-chimiques de la curcumine

Formule moléculaire C21H2006
Masse moléculaire 368.38 g.mol!
Température de fusion (Tm) 183°C
Aspect Poudre de couleur jaune-orangée
Solubilité Ether, acide acétique, méthanol,

chloroforme, DMSO, acétone et I’huile

Absorption maximale dans I’'UV 425 nm

[.2.3. Activités biologiques

1.2.3.1. Activité anti-oxydante

La curcumine est un polyphénol peu soluble dans I’eau et soluble dans des solvants
organiques (DMSO, acétone, éthanol) [177]. L’activité anti-oxydante des curcuminoides
provient du fait de leur structure chimique. Ils sont formés de deux noyaux phénols
méthoxylés reliés par deux groupements carbonyles a, [ insaturés qui existent sous la
forme énol stable [178]. Il a ét¢ démontré que la curcumine inhibe la peroxydation des
lipides en neutralisant les radicaux libres d’acides gras formés apres oxydation [179]. De
plus, la curcumine a montré in vitro et in vivo une activité anti — radicalaire qui permet de
piéger diverses substances réactives produites par les macrophages (anions superoxydes,
peroxyde d’hydrogene et des radicaux nitrites) en utilisant les macrophages péritonéaux de

rat comme modele [180]. L’oxyde nitrique synthase est une enzyme oxydoréductase qui
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produit de I’oxyde nitrique un radical libre de formule chimique "N=O présent dans la
circulation sanguine. Il existe dans 1’organisme trois formes d’oxyde nitrique synthase : la
forme inductible, la forme neuronale et la forme endothéliale. La forme inductible
(inducible nitric oxyde synthase, iNOS) est une enzyme qui existe dans les macrophages
et qui produit du NO suite a un environnement oxydatif comme un mécanisme de défense
contre des agents pathogenes. L’oxyde nitrique produit peut réagir avec des radicaux
superoxydes pour former le peroxynitrite qui est trés cytotoxique. Il a été démontré que la
curcumine permet la « down — régulation » de ’activité de iNOS dans les macrophages ce

qui diminue le taux de production des substances réactives toxiques [181, 182].

1.2.3.2. Activité anti — inflammatoire

La curcumine présente un effet inhibiteur sur différentes voies de signalisation
impliquées dans I’inflammation. Elle inhibe 1’activation de NF-KB, un facteur de
transcription inductible qui régule I’expression d’un grand nombre de génes impliqués dans
I’inflammation, la prolifération et la survie cellulaire (exemple de génes régulés par NF-
kB: cyclooxygénase-2 (COX-2), TNF-a, c-myc [175, 183, 184]. De plus la curcumine
inhibe d’autres voies impliquées dans 1’inflammation. La voie de ’acide arachidonique
pour la biosynthése des eicosanoides est un acteur important dans I’inflammation. Elle
génére la synthése de plusieurs produits lipidiques réactifs y compris les leucotriénes,
prostaglandines, prostacyclines et les thromboxanes. La curcumine diminue Ile
métabolisme de 1’acide arachidonique en down-régulant I’activité de lipoxygénase (LOX)
et COX-2 [185]. Par ailleurs, la curcumine inhibe la biosynthése de la prostaglandine E2

par inhibition directe de I’enzyme microsomale prostaglandine E2 synthase -1 [186].

1.2.3.3. Activitée anti-cancéreuse
La curcumine a été étudié dans le cadre de plusieurs types de cancers humains, tels
que le mélanome, le cancer de la téte et du cou, du sein, du c6lon, du pancréas, de la prostate

et de ’ovaire [187-190].
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Les études épidémiologiques ont attribué la faible incidence du cancer de colon en
Inde grace aux propriétés anti-oxydantes et chimio-préventives des régimes alimentaires
riches en curcumine [191]. Les mécanismes par lesquels la curcumine exerce ses effets
anti-cancéreux sont nombreux et connus. Elle joue un réle en ciblant plusieurs niveaux de
régulation dans les processus de croissance cellulaire et de I’apoptose (Figure 15). En plus
des effets de la curcumine sur les divers facteurs de transcription, sur des oncogénes et sur
les protéines de signalisation, elle agit également a des différents stades temporels de la

carcinogénese (mutation de I’ADN, croissance et métastase).
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Figure 16: Effets anticancéreux de la curcumine [176]. La curcumine inhibe I’activation de
NF-kB via I’inhibition de I’activité d’IK-KB, conduisant a la suppression de nombreux
genes régulés par NF-KB impliqués dans la tumorigénése y compris cycline D1, TNF,
interleukines et d’autres. La curcumine est impliquée dans le contrdle du cycle cellulaire
et la stimulation de 1’apoptose via 1’up- régulation de p16 et pS3. De plus, la curcumine est
un modulateur de I’autophagie et posséde des effets inhibiteurs sur I’angiogenése tumorale
et la métastase par suppression d’une variété de facteurs de croissance, y compris VEGF,

MMP-9 et ICAMs.
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En raison des effets a long terme et des différentes cibles de la curcumine sur les
processus de régulation de la croissance cellulaire, celle-ci est trés prometteuse en tant

qu’agent chimiothérapeutique potentiel dans le traitement de nombreux cancers humains.

[.2.4. Curcumine et MICI

Les MICI ou Maladies Inflammatoires Chroniques de 1’Intestin sont des maladies
chroniques progressives définies comme des maladies auto-immunes impliquées dans
I’inflammation aberrante et persistante de I’intestin. Les deux formes principales sont la
maladie de Crohn (MC) et la colique ulcérative (CU). Ces deux maladies sont caractérisées
par des réponses immunologiques contre des antigénes bactériens mais le type de la
réponse immunologique semble étre distinct. MC est considérée comme une maladie
inflammatoire de type II (TH2) avec une sécrétion particuliére des interleukines telles que
IL-5, tandis que CU est considérée comme une maladie de type I (TH1) avec prédominance

du TNF (Tumor Necrosis Factor), IFNy (Interféron-y) et IL-12.

Dans les maladies intestinales idiopathiques (maladies dont on ne connait pas les
causes), la persistance de I’inflammation dépend en partie de 1’activation de la voie de
signalisation de NF-KB qui joue un réle trés important dans I’inflammation en activant la
libération des interleukines et des cytokines telles que le TNF. La curcumine va réduire
I’inflammation en inhibant la voie de NF-KB. Cette molécule est ainsi trés intéressante en
tant que traitement pour les MICI [12]. Des études in vitro et in vivo ont mises en évidence
que la curcumine présente des mécanismes d’action différents dans les deux maladies MC

et CU, ce qui dépend probablement du type de déréglement immunitaire impliqué [192-

194].
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1.3 Chitosane

[.3.1. Définition

Le chitosane est un polysaccharide linéaire formé d’unités D-glucosamines liées entre

elles par des liens glycosidiques et de N-acétyl-D-glucosamine (Figure 16).
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Figure 17: Structure de la chitine et du chitosane.

Il est produit par déacétylation chimique ou enzymatique de la chitine. La chitine
est le composant principal de ’exosquelette des arthropodes ou de 1’endosquelette des

céphalopodes ou encore de la paroi des champignons [195].

Le chitosane ne diffeére de la chitine que par les groupements amino (-NHz). Ces
derniers conférent une nature cationique intéressante en milieu acide. Cette caractéristique
rend le chitosane soluble dans 1’eau et lui donne une propriété bioadhésive en interagissant

avec des surfaces chargées négativement telles que la muqueuse intestinale.
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[.3.2. Caractéristiques du chitosane

1.3.2.1. Degré de désacétylation (DD)

Le degré de désacétylation (DD) est le pourcentage molaire de 1’élimination des
groupements N-acétyle. Lorsque le DD est supérieur a 50% le biopolymere obtenu est
considéré comme du chitosane, tandis que lorsqu’il est inférieur a 50% il s’agit de la
chitine. Ce paramétre (DD) influe sur toutes les propriétés physico-chimiques (masse
moléculaire en poids, viscosité, solubilité, ...) du chitosane et apparait donc comme le plus
important. Il existe différentes techniques utilisées dans la détermination de DD telles que

la résonnance magnétique nucléaire (RMN), un dosage potentiométrique, etc [196].

1.3.2.2. Masse moléculaire
La détermination de la masse moléculaire du chitosane peut se faire par
viscosimétrie, par chromatographie d’exclusion stérique (SEC) couplée a des différentes

techniques de détection telle que la diffusion statique de la lumiére,...[197].

1.3.2.3. Comportement du chitosane en milieu acide
Le chitosane est 1’'un des rares poly¢léctrolytes naturels cationiques existant dans
la nature. Les groupements amines primaires du chitosane possédent un pKa d’environ 6,3
(Figure 18) , permettant une protonation des amines primaires en milieu acide, ou la densité
de charges dépend du pH et du DD [198]. Quand le DD augmente la valeur du pKa diminue
[199].

52



Revue bibliographique

CH,OH
CH->,OH
© PKa = 6.3 e
HO___ # + nH+
Ho—
NH3,
Polyvcationique Neutre
Soluble dans I'ean Insoluble dans I’eaun
(A) (B)

Figure 18: Structure du chitosane en milieu acide (A) et en milieu basique (B) [200].

1.3.2.4. Viscosité

La viscosité est une caractéristique importante du chitosane relative a son
comportement en solution. Elle est influencée par différents facteurs, comme le DD, la
masse molaire, le pH, la force ionique et la température. La viscosit¢ du chitosane
augmente avec la diminution du pH ou la densité de charges des groupements NH3" est
importante. De plus, elle augmente quand le DD augmente, car le pourcentage des
groupements NH> libres est plus important d’ou une densité de charge plus importante
[201]. Comme pour les autres polysaccharides, la viscosité diminue quand la température

augmente.

1.3.2.5. Flexibilite
Les polysaccharides sont caractérisés par une flexibilit¢é limitée due a
I’encombrement stérique exercé par les liaisons glycosidiques [197]. De plus, pour les
polysaccharides ioniques, I’apparition d’interactions €lectrostatiques répulsives conduit a
une augmentation de la rigidit¢é du polymere. Le chitosane est considéré comme un

copolymere cationique, linéaire et flexible. La flexibilité du chitosane est affectée par le
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DD, I’augmentation du DD conduit a une diminution de la flexibilité¢ due a I’augmentation

de la densité de charges d’amines primaires libres [201].

1.3.2.6. Biocompatibilité
La biocompatibilité d’un polymere est d’une importance fondamentale pour une
utilisation thérapeutique [202]. Le chitosane est biocompatible. Sa présence dans
I’organisme entraine des réactions inflammatoires et des réactions de rejet trés limitées. La
biocompatibilité du chitosane est caractérisée par sa non toxicité et sa biodégradabilité

[203].

1.3.2.7. Biodégradabilité
Chez les vertébrés, le chitosane est dégradé par les lysozymes et des enzymes
bactériennes au niveau du colon. Les chercheurs ont pu identifier 8 chitinases humaines

(famille de glycoside hydrolase) mais 3 seulement présentent une activité enzymatique.
Ces 3 enzymes sont :

-Acidic Mamalian Chitinase (AMCase) : elle se trouve surtout dans les poumons et dans le

tractus gastro-intestinal, elle est stable en pH acide [204].
-Di-N-acétylchitobiase : elle existe dans les maladies de Sandhoff et Tay Sachs [205].

- Chitotriosidase : elle existe dans la maladie de Gaucher ou elle est sécrétée par les
macrophages. Elle a un role protectif contre les mycétes et les parasites qui possédent de

la chitine dans leur squelette [206].

La biodégradation du chitosane dépend de 2 paramétres : le degré de désacétylation
(DD) et la masse moléculaire moyenne (MM). Quand le degré de désacétylation augmente
le taux de biodégradation va diminuer tandis que 1’augmentation de la MM entraine la

dégradation du chitosane [207].
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1.3.2.8. Toxicité systemique
L’innocuité du chitosane a été démontrée chez la souris, le rat, et ’homme pour des
applications diététiques et cosmétiques. Dans le cas d’une administration orale, la dose
létale DLso dépasse les 16g/kg /jour chez la souris. L’administration sous-cutanée du
chitosane conduit a une valeur de DLso supérieure a 10 g/kg/jour chez la souris, tandis que
la DLso d’applications intra-péritonéales de chitosane est supérieure a 5,2 g/kg/jour chez la
souris. Globalement, pour des doses administrées adéquates, la non-toxicité du chitosane

est admise [208].

[.3.3. Interaction chitosane — lipides
Le chitosane est un copolymeére chargé positivement en milieu acide di a la protonation
des groupements amines primaires libres. Cette caractéristique donne au chitosane une
possibilité¢ d’interactions avec différentes substances par des interactions €lectrostatiques,

des liaisons hydrogeénes ou de Van der Waals.

Dans la littérature, plusieurs études ont été réalisées sur I’interaction entre le chitosane
et les lipides. Pawel et al., ont étudié I’interaction entre le chitosane et les acides gras (acide
oléique...) en utilisant la technique de monocouche de Langmuir. Ils ont conclus que
I’interaction entre le chitosane et les lipides se fait en 2 étapes [209] :

- Les lipides s’ancrent sur le chitosane via des interactions électrostatiques entre les
groupements carboxyles des lipides et les groupes NH3" du chitosane, et par des liaisons
hydrogénes entre les groupements hydroxyles du cholestérol et les groupes NH3* du
chitosane.

- Ensuite, des interactions hydrophobes ont lieu entre les chaines hydrocarbonées des
lipides et le chitosane permettant sa fixation sur la monocouche.

Mertins et Rumiana, ont étudi¢ I’effet de la déprotonation du chitosane sur
I’interaction avec des vésicules phospholipidiques (liposomes). Les résultats ont montré
que le chitosane protoné (pH < 5,3) interagit avec les phospholipides par des interactions
électrostatiques entre ses groupes NH3" et les groupes phosphates des phospholipides, ce
qui permet I’enrobage des liposomes par le chitosane (Figure 19). La déprotonation du

chitosane (pH > 6) provoque un changement de sa conformation a cause des interactions
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inter- et intramoléculaires (interactions hydrophobes) entre les chaines du polymeére ce qui
va permettre une forte adsorption du chitosane sur la surface des liposomes et enfin

I’agrégation des chitosomes.

pH£3.

Figure 19: Structure des chitosomes [210]. A) Interaction électrostatique entre les
groupements du chitosane chargés positivement et les liposomes chargés négativement. B)
Agrégation des chitosomes apres déprotonation partielle du chitosane. Elle est médiée par

des interactions hydrophobes entre les chaines du chitosane déprotoné.

Enfin, ces auteurs ont également mis en évidence I’effet du chitosane sur les
propriétés de la membrane des liposomes (Giant Unilamellar Vesicles « GUV »). Ils ont
ainsi conclu que le chitosane provoque une lyse de la membrane en provoquant la
formation de pores microscopiques, induisant I’effondrement des vésicules (Figure 20).
Cette déstabilisation des vésicules n’apparait pas pour des liposomes de plus petites tailles
(Large Unilamellar Vesicles « LUV ») [211]. Cette caractéristique est importante pour la
vectorisation des médicaments a I’intérieur de la cellule, le biopolymére pouvant

déstabiliser la membrane et ainsi augmenter sa perméabilité.

\ | O -~
10 um 0s 8ms 120ms 1.560s 7.448s 43.154s

Figure 20: Images microscopiques obtenues par une caméra sous observation en contraste

de phase d’une vésicule apres 1’addition de 10 ul de chitosane (0.1 mg / ml) [211].
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Dans notre étude, nous allons utiliser le chitosane comme un agent d’encapsulation des
SLNs encapsulant elles-mémes la curcumine. Ce systéme est développé en vue de son
utilisation en tant que traitement pour les maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin
(MICI). Cette encapsulation tend a protéger les SLNs contre les lipases gastriques et
intestinales et a améliorer la mucoadhésivité des nanoparticules grace a I’interaction entre

le chitosane et la mucine qui sera décrite dans le paragraphe ci-dessous.

[.3.4. Interaction chitosane — mucines

Les mucines sont une famille de protéines de haut poids moléculaire (10%-107 Da),
hautement glycosylées par différents oligosaccharides tels que I’acide sialique, le fucose,
le galactose [212]. Elles sont produites par les tissus épithéliaux [213].

Plusieurs études mentionnent I’existence d’interactions entre la mucine et le chitosane.
Les chercheurs ont mis ainsi en évidence une possibilité d’interaction entre les
groupements NH3" du chitosane et la charge négative de I’acide sialique (COO") présent
dans la mucine par des interactions électrostatiques [214]. Silva et al. ont étudié
I’interaction entre le chitosane et la mucine en utilisant la technique de monocouche de
Langmuir [212]. D’aprées les résultats obtenus, la mucine interagit avec la monocouche de
DMPA (dimyristoylphosphatidic acid, acide gras chargé négativement) par des interactions
hydrophobes. Lors de I’ajout de chitosane, des interactions électrostatiques se forment
entre les groupes NH3" du chitosane et la charge négative de la mucine. Cette interaction
¢tant plus forte que celle entre la mucine et le DMPA, elle permet le retrait de la mucine

de I’interface (Figure 21).
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Figure 21: Mod¢ele d’enlévement de la mucine adsorbée a la monocouche de

phospholipides chargés négativement par le chitosane [212].

[.3.5. Particules de chitosane
Au cours des 20 derniéres années, beaucoup de travaux ont été publié sur le chitosane
et sur son utilisation potentielle en tant que vecteur pour différents types de principes actifs
tels que des peptides, des polyphénols, des génes ou des protéines. Le chitosane est le seul
polysaccaride cationique en raison de la présence d’amines primaires. Ces groupements
fonctionnels offrent des propriétés spécifiques et distinctes telles que la libération contrdlée
des principes actifs, la mucoadhésion, la gélification in situ, la transfection des genes,

I’amélioration de la perméabilité cellulaire.

Les particules de chitosane (micro- et nanoparticules) sont utilisées pour fournir une
libération controlée de nombreux principes actifs et pour améliorer la biodisponibilité des
substances qui sont dégradées rapidement telles que des protéines. Cela permet également
I’amélioration de I’absorption de principes actifs hydrophiles a travers les cellules
épithéliales. Il est utilisé comme un vecteur au niveau de 1’intestin et du colon grace a son
interaction avec la mucine intestinale et sa dégradation dans le colon par les enzymes

microbiennes [215].

Les biomatériaux qui dérivent des biopolymeres sous forme de particules, de fibres,
d’hydrogels ou de micro- et nanoparticules sont largement utilisés dans des applications in

vitro et in vivo [216]. Malgré les avantages connus des biomatériaux et leur application
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dans différents domaines, ils possédent des points faibles qui limitent leur utilisation dans
le domaine biomédical. Principalement, les biomatériaux ne résistent pas aux forces
mécaniques et ne sont pas stables dans les conditions physiologiques nécessaires pour des
applications médicales [217]. Pour cela, la réticulation est la solution pour surmonter les
limitations des biomatériaux [218]. L’agent de réticulation crée des liaisons intra- et
intermoléculaires, et améliore la stabilité et les propriétés mécaniques du biomatériau.
Cependant, la réticulation conduit & une diminution de la dégradabilité et de la disponibilité
des groupements fonctionnels du biopolymeére, modifie les propriétés rhéologiques du

polymere et augmente également sa cytotoxicité [217].

Plusieurs types d’agents et de techniques de réticulation sont utilisés pour préparer des
particules biopolymériques telles que des particules de chitosane, d’alginate, de pectine ou
de protéines (Figure 22). Les micro- et nanoparticules de chitosane sont préparées par
différentes techniques telles que la réticulation chimique par le glutaraldéhyde [219, 220]
et la génipine [221, 222] , la réticulation ionique par des polyanions comme le
tripolyphosphate [223] et le sulfate [224], la coacervation complexe [225] ou la réticulation
thermique par 1’acide citrique [226].
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Figure 22: Représentation schématique de 3 méthodes de réticulation [227]. A)
Réticulation chimique avec I’agent de réticulation incorporé dans la liaison. B) Réticulation
chimique ou 1’agent de réticulation n’est pas incorporé dans la liaison. C) Réticulation

physique par des liaisons non covalentes. D) Réticulation enzymatique.

La sélection de I’'une de ces méthodes dépend des facteurs tels que, la taille des
particules attendue, la stabilité chimique et thermique du principe actif encapsulé, la

stabilité et la toxicité du produit final [228].

Dans notre étude, nous allons encapsuler des SLNs chargées en curcumine dans des
microparticules de chitosane en utilisant la technique de gélification ionique par le
tripolyphosphate (TPP), et ce, pour la vectorisation de la curcumine vers I’intestin. Cette
technique est basée sur la capacité des polyéléctrolytes (ex : chitosane, alginate...) d’étre

réticulés par un anion multivalent tel que le TPP. Les particules de chitosane chargé
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positivement sont formées a travers des interactions intra- et intermoléculaires entre les
groupements amino du chitosane et les groupements phosphates chargés négativement du
TPP. La distribution de taille des particules dépend fortement de la procédure du mélange
chitosane-TPP (agitation par un barreau aimanté, cisaillement par ultra-turrax, etc.), de la
steechiométrie, de la concentration en chitosane, de son DD et de son poids moléculaire
[229-232]. Par ailleurs, la taille des particules dépend de la force ionique et du pH du milieu
[229]. Cette technique présente plusieurs avantages tels qu’une utilisation en solution
aqueuse et la possibilité d’encapsulation de plusieurs types de principes actifs comme des
protéines [233], des polyphénols [234] et de I’ADN [235]. Cependant, les particules de
chitosane préparées par cette méthode ne sont pas résistantes aux forces mécaniques

limitant ainsi leur utilisation comme vecteur thérapeutique [228].

[.3.6. Mécanismes physico-chimiques de libération du principe actif des
microparticules biopolymériques

Les particules biopolymériques sont congues pour encapsuler, protéger et libérer
un principe actif dans un site particulier tel que I’estomac, I’intestin gréle, le colon.
Typiquement, les particules biopolymériques doivent résister a certaines conditions, et
doivent ensuite libérer le principe actif encapsulé dans d’autres conditions particuliéres.
Par exemple, si I’intérét est la vectorisation d’un principe actif vers le célon (pH = 6,8), il
faut que les particules encapsulant ce principe actif résistent aux conditions gastriques
(pH = 1,2), permettant la libération du principe actif dans le colon. C’est la notion du

systéme pH dépendant.

La perte de I’intégrité du biopolymere peut se produire par différents mécanismes
physico-chimiques, y compris la diffusion simple, la fragmentation, I’érosion et le

gonflement (Figure 23).

61



Revue bibliographique

Fragmentation Swelling

Erosion Diffusion

Figure 23: Les mécanismes physico-chimiques de la perte d’intégrit¢ des particules

biopolymériques : diffusion, gonflement, érosion et fragmentation [236].

- Diffusion : Le principe actif encapsulé diffuse simplement dans le milieu externe a travers
la matrice des particules biopolymériques. Le taux de diffusion dépend de la taille de la
maille du réseau du polymeére par rapport a la taille du principe actif , ainsi que des
interactions spécifiques entre le réseau du biopolymere et le principe actif (interactions

¢lectrostatiques ou hydrophobes) [237].
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- Erosion : Le principe actif est libéré dans le milieu en raison de 1’érosion qui se déroule
soit a la couche externe ou bien dans tout le réseau du biopolymere. Il existe plusieurs
raisons qui peuvent provoquer I’érosion de la matrice du biopolymere telles que la
dégradation physique, chimique ou enzymatique des liaisons physiques (liaisons

¢lectrostatiques, hydrophobiques ou des liaisons hydrogenes) ou des liaisons covalentes.

- Fragmentation : Le principe actif est libéré a cause des ruptures physiques des particules,

qui seront fragmentées en appliquant des forces de cisaillement ou de compression.

- Gonflement : La libération du principe actif est induite par I’absorption du solvant ce qui

provoque le gonflement des particules et la diffusion du principe actif dans le milieu.
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1.4 Systemes nanoparticules dans microparticules (Nanoparticles In
Microparticles — NIMs)

Les applications des nanoparticules et des microparticules en tant que vecteurs de
principes actifs vers leurs organes cibles sont largement décrites dans la littérature [3, 238-
240]. Cependant, chaque systéme possede certaines limitations, en fonction du mode
d’administration du principe actif et de I’organe cible. Par exemple, les nanoparticules
lipidiques sont des nanovecteurs pouvant étre utilisés dans la vectorisation de principes
actifs hydrophobes. Si le but de 1’encapsulation est de vectoriser le principe actif vers le
colon, une protection des nanoparticules contre 1’action des lipases gastriques et
intestinales est indispensable [241, 242]. Afin de protéger les nanoparticules contre la
dégradation et d’améliorer leur stabilité, différentes stratégies ont été¢ développées pour
surmonter ce probléme majeur. L’enrobage des particules par un biopolymere résistant au
pH gastrique et a la dégradation enzymatique tel que le chitosane est une stratégie
envisageable [11, 243-245]. Le chitosane est largement utilis¢ comme un vecteur vers le
colon, grace a ses propriétés de mucoadhésivité et a sa dégradation par les enzymes
microbiennes du colon [246]. Une autre stratégie que l'enrobage existe et consiste a la
formation de microparticules polymériques incluant des nanoparticules : les systémes
appelés NIMs pour Nanoparticles in Microparticles. Ces systémes combinent les avantages
des nano- et des microparticules. Les microparticules servent de vecteurs et de protecteurs
des nanoparticules encapsulant le principe actif vers 1’organe cible tel que le colon par
exemple. Différents types de polymeres biocompatibles et biodégradables ont été utilisées
pour encapsuler les nanoparticules tels que le PCL (Polycaprolactone) et le chitosane

(Tableau 6).
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Tableau 7: Tableau récapitulatif des différents NIMs développés dans la littérature et leurs applications.

PLGA: Poly (lactic-co-glycolic acid). PCL: PolyCaproLactone. PLLA: Poly-L-Lactide. PEITC: Phénéthyl Isothiocyanate. PLH:
Pranlukast hemihydrate. SLNs: Solid Lipid Nanoparticles. MPs : Microparticules. KPV : Lysine-Proline-Valine (tripeptide bioactif).
IRM : Imagerie de Résonnance Magnétique. PLA: Poly Lactic Acid. ARNi (Acide Ribonuléique interférent).

Polymeres Nanoparticules Principes actifs Techniques Applications Références
(MPs)
PLGA PCL Hydrocortisone Emulsion Chimioembolisation de tumeurs [247]
acétate double
PLLA Puérarine (principe actif sous Puérarine Liquide Traitement des diabétes [248]
forme de particules micronisée) supercritique
PCL Gélatine B Vecteur Emulsion Traitement des maladies [249-252]
plasmidique double intestinales par transfection des

vecteurs plasmidiques
PCL Gélatine ARNi Emulsion Traitement des MICI [253]
double
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Polymeres ~ Nanoparticules Principes actifs Techniques Applications Références
(MPs)
Mannitol PLGA Brucine Emulsion Traitement de 1’arthrose [254, 255]
Rifampicine double Traitement de la tuberculose
Spray drying
Chitosane SLNs PEITC Emulsion Chimiothérapie [256]
inverse
Chitosane Phytosomes Curcumine Gélification =~ Amélioration de 1’absorption de la [257]
ionique curcumine chez les rats apres
administration par voie orale
Mannitol Dispersion de PLH dans I’eau PLH Spray drying Traitement de I’asthme [258]
Chitosane / PLA KPV Réticulation Traitement des MICI [259]

alginate

par des agents

chélateurs

(Ca*" et SO4*)
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Polymeres Nanoparticules Principes actifs Techniques Applications Références
(MPs)
PLGA Particules magnétique (FeCo) Emulsion IRM de la chimioembolisation de [260]
inverse la tumeur
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La combinaison des microparticules et des nanoparticules offre la possibilité¢ de
double ou de multiples fonctions au sein d’une formulation. Par exemple, des profils de
relargage multiples sont possibles (relargage rapide du principe actif a la surface des
microparticules et libération prolongée du principe actif provenant des nanoparticules
encapsulées dans des microparticules). La combinaison des propriétés des deux systémes
permet des interactions cellulaires spécifiques pour I’imagerie et la protection in vivo [247].
Veiseh et al. ont ainsi proposé un systéme de vectorisation multifonctionnel comprenant a
la fois I’imagerie (encapsulation d’un agent fluorophore) et des agents thérapeutiques, en
plus d’une surface fonctionnalisée pour améliorer les interactions cellulaires spécifiques
[247]. Jelvehagri et al. ont produit un systetme de nanoparticules encapsulant la
théophylline incluses dans des microparticules de PCL (polycaprolactone) pour le
traitement de I’asthme, le PCL permettant de réduire la vitesse de libération trop rapide de
la théophylline [261]. Un autre exemple porte sur un systéme composé de nanoparticules
de gélatine type B encapsulant un siARN (small interferring ARN (acide ribonucléique))
pour le TNF o (Tumor Necrosis Factor o) dans des microparticules de PCL
(polycaprolactone) (Figure 24). Ce siARN permet d’inhiber I’expression du géne qui code
pour TNF a qui est un facteur produit lors des réactions inflammatoires. Kreigel et al. ont
testé ce systeme pour le traitement des MICI (Maladies Inflammatoires Chroniques de
I’Intestin) par administration orale de ce vecteur. Le PCL est un polymére biodégradable
et biocompatible. Il est digéré par les lipases intestinales ce qui permet la libération des
nanoparticules de gélatine encapsulant le siARN ou elles sont absorbées par les entérocytes
par endocytose [250]. Les études ont mis en évidence que la diminution de 1’expression du

TNF o a réduit le degré de sévérité de la maladie [262].
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Figure 24: Représentation schématique du systéme nanoparticules dans microparticules,
images MEB de nanoparticules de gélatine et de microparticules de PCL encapsulant les

nanoparticules de gélatine [253].

En outre, d’autres études ont été réalisées par Bhavsar et al. en utilisant des NIMs
composées ¢galement d’un systeéme gélatine et PCL pour encapsuler un autre plasmide
codant pour EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein), une protéine fluorescente [250].
Ils ont constaté¢ que les NPs de gélatine seules ne peuvent pas traverser le tractus
gastrointestinal, a cause du pH gastrique et de la présence des enzymes (peptidases, etc.),
tandis que les NIMs, ont pu traverser le tractus et sont arrivés jusqu’au cdlon. Cela a ¢été

quantifié par I’évaluation du taux d’expression d’EGFP.

Des biopolymeres ont également été utilisés pour la formation des NIMs. Laroui et
al. , ont ainsi développé un systéme composé de nanoparticules de PLA (Poly Lactic Acid)
encapsulant un tripeptide bioactif avec des activités anti-inflammatoires, le KPV (Lysine-
Proline-Valine), inclus dans un hydrogel composé de chitosane et d’alginate [259] (Figure
25). Ces hydrogels ont été réticulés en ajoutant des ions Ca*" et SO4> permettant la

réticulation de 1’alginate et du chitosane. Cet hydrogel a permis la vectorisation de
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nanoparticules vers le colon, aprés dégradation de 1’hydrogel par les enzymes

microbiennes.

A

b
Double cross linked alginate- chltom “

10€ pum

Figure 25: Schéma représentatif de la réticulation de I'hydrogel par les ions Ca** et SO4*

(A), et photo de I’hydrogel prise par microscopie optique (B) [259].

Zhang et al., ont produit un systétme de phytosomes encapsulant la curcumine
incorporé dans des microparticules de chitosane [257]. La curcumine a été complexée par
les phospholipides des phytosomes. Ensuite, ces derniers ont été¢ encapsulés dans des
microparticules de chitosane par gélification ionique a I’aide du TPP (tripolyphosphate).
Le but de I’encapsulation des phytosomes dans des microparticules de chitosane est de les
protéger contre la dégradation par les enzymes pancréatiques et de permettre une libération
plus lente de la curcumine. Les études de libération ont montré que 70% de la curcumine a
été libérée a pH 7,4 aprés 48h. Cela est dii aux interactions électrostatiques entre les
phytosomes chargés négativement et le chitosane chargé positivement ralentissant ainsi la
diffusion des phytosomes vers le milieu externe. En outre, les études pharmacocinétiques
chez des rats aprés administration par voie orale de la curcumine native, de phytosomes
encapsulant la curcumine, de microparticules de chitosane encapsulant la curcumine et de

microparticules de chitosane encapsulant des phytosomes, eux méme encapsulant la
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curcumine, ont montré que la concentration maximale (Cmax) de la curcumine dans le sang
est 60% plus élevée (359,67 ng / mL) pour les microparticules de chitosane encapsulant les
phytosomes en comparant avec la Cmax provenant des phytosomes encapsulant la
curcumine (142,61 ng / mL). Par ailleurs, la curcumine provenant des microparticules de
chitosane encapsulant les phytosomes seuls (T12 = 3,16h) reste plus longtemps dans la
circulation sanguine que celle qui provient des phytosomes (T12 = 1,73h). Cela provient
de la libération prolongée de la curcumine des phytosomes encapsulées dans les

microparticules de chitosane.

En résumé, les systémes nanoparticules dans microparticules sont des systémes
prometteurs pour le ciblage des principes actifs vers le colon. Leur efficacité dépend de la
nature du polymeére choisi pour la production des microparticules. Il faut ainsi qu’il soit
biocompatible, biodégradable et qu’il résiste au pH gastrique et aux enzymes
pancréatiques. En outre ce systéme permet une libération lente et prolongée du principe

actif des nano- et des microparticules.
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Contexte de ’étude

Les nanoparticules lipidiques solides (SLNs) sont une nouvelle génération de
nanoparticules lipidiques dans laquelle le lipide liquide utilisé pour préparer des
nanoémulsions est substitué par des lipides solides a température ambiante [263]. Les SLNs
ont gagné une attention accrue des industries pharmaceutiques et alimentaires en raison de
leur avantages potentiels tels que leur capacité a encapsuler des principes actifs
hydrophobes, leur stabilité, la libération contrdlée du principe actif, la protection du
principe actif contre la dégradation chimique et enzymatique et la possibilité de les produire
a grande échelle [22]. En outre, le principe actif encapsulé dans la matrice lipidique est
moins mobile en comparaison avec des nanoémulsions et des liposomes ce qui permet une
meilleure stabilité du principe actif en fonction du temps. Néanmoins, la transition
polymorphique du lipide relatif au changement de sa structure cristalline au cours du temps
peut conduire a I’expulsion du principe actif vers le milieu externe. Les SLNs sont souvent
stables au pH gastrique, mais elles sont dégradées par les lipases pancréatiques au niveau
de I’intestin entrainant la libération du principe actif. Notre objectif est de vectoriser un
polyphénol vers le colon en utilisant les SLNs comme nanovecteurs. Pour cela il faut les
protéger ou les rendre furtifs pour qu’elles puissent traverser I’intestin gréle. La solution
envisagée dans ce travail est de protéger les SLNs en les encapsulant dans des
microparticules biopolymériques résistantes aux conditions gastriques (pH et enzymes) et

qui sont digérées par les enzymes microbiennes du colon.

Le Laboratoire d’Ingénierie des Biomolécules (LIBio) travaille depuis quelques
années sur I’encapsulation de principes actifs hydrophobes tels que la curcumine dans des
nanovecteurs lipidiques en utilisant des lipides naturels. L interaction du principe actif avec
le vecteur ainsi que le transfert du principe actif vers le milieu externe sont ainsi étudiés au
laboratoire. A partir de ces travaux, nous avons envisagé la possibilité d’encapsuler un
principe actif hydrophobe dans un nouveau nanovecteur lipidique en utilisant du beurre de
Karité comme lipide solide, lui-méme encapsulé dans des microparticules biopolymériques

a base de chitosane en utilisant un agent de réticulation non toxique.
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L’objectif principal de ce travail est de produire un systetme composé de
microparticules de chitosane encapsulant des nanoparticules lipidiques solides incluant la
curcumine dans des conditions douces sans utilisation de solvants organiques. Ainsi, la
caractérisation de 1’assemblage (taille des particules, caractérisation thermique et
structurale par DSC et DRX) et les propriétés physico-chimiques des SLNs encapsulant la

curcumine telles que la taille, la polydispersité et la stabilité ont été évaluées.

Dans un premier temps, l’influence de la composition du systeme (lipide,
tensioactifs et eau) sur la distribution de la taille des SLNs encapsulant la curcumine a été
¢tudiée en utilisant la méthodologie des plans de mélanges. Un systéme simple a base de
beurre de Karité et de tensioactifs non-ioniques commerciaux (Tween 80 et Span 80) a été
utilisé. Le modele mathématique validé expérimentalement a ainsi permis de prévoir les
caractéristiques du systéme en fonction des parametres étudi€s. D’autre part, les propriétés
physico-chimiques des SLNs obtenues (taille, indice de polydispersité) et I’influence de la
curcumine sur le profil thermique et la structure cristalline des SLNs ont évaluées par
diffusion dynamique de la lumic¢re (DLS: Dynamic Light Scattering), Calorimétrie
Différentielle a Balayage (DSC : Differential Scanning Calorimetry) et DRX (Diffraction
des Rayons X).

Dans un deuxi¢me temps, les SLNs ont été encapsulées dans des microparticules
de chitosane par la technique de gélification ionique en utilisant le tripolyphosphate (TPP)
comme agent de réticulation. Pour cela, un autre systéme de SLNs a base de tensioactifs
anioniques (phospholipides de Soja) et non-ioniques (Tween 80) a été utilisé¢ pour assurer
une bonne interaction avec le chitosane qui est chargé positivement a pH acide. Plusieurs
raisons nous ont conduit a choisir le chitosane et non pas un autre biopolymere : le
chitosane est bien connue pour sa biocompatibilité, sa biodégradabilité et sa non toxicité.
Il présente naturellement des propriétés intéressantes telles que la mucoadhésivité, une
activité antibactérienne et une activité antifongique. Le chitosane est le seul biopolymeére
dans la nature qui est chargé positivement a pH acide. Cette propriété va permettre au
chitosane d’interagir avec la muqueuse intestinale chargée négativement ce qui fait du

chitosane un bon systéme de vectorisation des principes actifs vers le colon. Le choix
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d’agent de réticulation s’est porté sur le tripolyphosphate (TPP) car celui-ci est non toxique

et soluble dans ’eau.

De la méme fagon que pour les SLNs du premier systéme, les propriétés physico-
chimiques (taille et indice de polydispersité), ainsi que 1’interaction chitosane-SLNs-
curcumine et 1’effet de I’assemblage sur le profil thermique et la structure cristalline des
SLNs ont été évalués par granulométrie laser (pour les microparticules), par DLS (pour les

SLNs), par DSC et par DRX.
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Matériels et méthodes

Chapitre I1: Matériels et méthodes

I1.1 Matériels

Le beurre de Karité a été fourni par le laboratoire /ES (Oraison, France). C’est une
matiere grasse naturelle extraite du fruit de Karité. Il est composé majoritairement d’acides
oléique (C18 :1) et stéarique (C18:0) avec des traces d’acides palmitique (C16:0) et
linoléique (C18:2n-6) mis en évidence par le chromatogramme présenté sur la Figure 26

en accord avec la littérature [264].
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Figure 26: Chromatogramme et composition en acides gras extraits du beurre de karité.

Le Tween 80 et le Span 80 ont ét¢ fournis par Sigma-Aldrich (France). Ces deux
tensioactifs non ioniques utilisés pour stabiliser des émulsions directes Huile / Eau ((Tween

80 HLB = 15) et Eau / Huile (Span 80 HLB = 4,3)).

La curcumine provient de chez Sigma-Aldrich (Chine). La curcumine est un polyphénol

hydrophobe de couleur jaune issue des rhizomes de la plante indienne Curcuma longa.
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Le phospholipon 80H a été fournis par la société Lipoid (Allemagne). Le phospholipon
80H est composé de lécithine de soja hydrogénée avec 70% de phosphatidylcholine

(donnée du fournisseur).

Le chitosane (190-310 KDa, DD (degré de désacétylation) = 75-85%) a été fourni par
Sigma - Aldrich (Islande). Le chitosane est un biopolymeére formé d’unités D-glucosamines

liées entre elles par des liens glycosidiques et de N-acétyl-D-glucosamine.

Le tripolyphosphate (TPP, NasP3O1o, pureté 85%) a été fournis par Sigma-Aldrich
(Etats-Unis). Le TPP est un élément essentiel de savons, détergents et produits pour adoucir
I’eau dure. Il est utilisé dans la réticulation du chitosane par la technique de gélification

ionique.

Le tréhalose dihydraté (provient de mais, pureté 99%) a été fourni par Sigma-Aldrich
(Etats-Unis). Le tréhalose est un disaccharide non réducteur, composé de deux molécules
de glucose liées par une liaison 1,1-a-glycosidique. Il est utilis¢é comme un agent
cryoprotecteur pour les SLNs pendant la lyophilisation ce qui va éviter 1’agrégation des

nanoparticules.

I1.2 Méthodes

I1.2.1. Caractérisation du beurre de Karité par chromatographie en phase
gazeuse (CPQG)

e Préparation des esters méthyliques d’acides gras

100 mg d’échantillon sont pesés dans un tube en verre fermé par un bouchon a vis et
dissous dans 5 mL d’hexane. 0,2 mL de réactif de trans-estérification (potasse/méthanol 2
M) sont ensuite ajouté. Le tube est ensuite vigoureusement mélangé pendant une minute
sous vortex. Apres une phase de repos de 10 minutes permettant la séparation de phase, la

phase supérieure est récupérée pour 1’analyse CPG.
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e Programme d’analyse d’acides gras par CPG

La séparation des esters méthyliques a été effectuée sur un appareil de
chromatographie en phase gazeuse Shimadzu GC 2010 (Shimadzu, France) équipé d'une
colonne capillaire (60 m, 0,25 mm de diametre interne, 0,2 pum d'épaisseur de film,
SPTM2380 Supelco, Bellfonte-PA-USA) et d'un détecteur & ionisation de flamme. Les
températures du détecteur et de l'injecteur sont fixées a 250°C. Le programme d'analyse est
le suivant : la température de départ 120°C est maintenue pendant 5 minutes puis la colonne
est portée a 180°C a 40°C.min"! et est maintenue 2 minutes a cette température. Elle est
ensuite chauffée jusqu'a 220°C a 3°C.min"! et est maintenue 25 minutes. La durée totale

d'une analyse est de 44 minutes.

I1.2.2. Préparation des nanoparticules lipidiques solides (SLN)

11.2.2.1. Protocole général
Le mode de préparation des SLNs est équivalent a un protocole d'obtention de
nanoémulsions. La seule différence réside dans le contréle de la température tout au long
de la préparation pour conserver la matiere grasse a l'état liquide. Dans cette ¢étude, un
cisaillement a grande vitesse par Ultra-turrax (IKA T25) suivi d'un traitement par

ultrasonication a été utilisé.

Le protocole général de préparation des SLNs est détaillé dans la Figure 27. Dans
un premier temps, la phase lipophile constituée du beurre de karité et d’un tensioactif
lipophile (si nécessaire) est chauffée a une température supérieure au point de fusion du
beurre de karité (33-37°C) [85]. Dans un deuxi¢me temps, la phase hydrophile composée
du ou des tensioactifs hydrophiles et de 1’eau, est chauffée a la méme température. La phase
lipophile est ensuite injectée goutte a goutte dans la phase hydrophile sous agitation a 500
rpm. Cette pré-émulsion est soumise a un cisaillement a grande vitesse a 10 000 rpm
pendant 5 min a 1’aide d’un Ultra-turrax digital conduisant a une émulsion plus fine.
L’émulsion obtenue est par la suite soumise a une sonication a I’aide d’une sonde a ultrason

(Vibracell 75115 bioblock scientific) en mode pulsé (1s on, 1s off) pendant 3 min a 40%
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de puissance maximale pour obtenir des gouttelettes dont la taille avoisine la centaine de
nanometres. La température est maintenue constante durant toute la manipulation. La
nanoémulsion obtenue est finalement refroidie a température ambiante permettant la

cristallisation du lipide et la formation des SLNs.

Phase hydrophile chauffée a T°C > Tm

Phase lipophile
Chauffée a T°C > Tm Injection goutte a goutte

v

Pré-émulsion

Homogeénéisation a l'ultra turrax

v
Sonication

; Refroidissement
Nanoémulsion > m

Figure 27: Représentation schématique du protocole de préparation des SLNs.

La préparation des SLNs stabilisées par un mélange de Tween 80 et de Span 80 est
effectuée a 40°C. Dans le cas d’une utilisation du phospholipon 80H, cette température
n'est pas suffisante pour assurer une dispersion compléte des phospholipides. Les SLNs

formées avec des phospholipides de soja ont ainsi était préparées a 52°C.

Les SLNs encapsulant la curcumine sont préparées de manicre identique. La seule

différence réside dans 1’ajout de la curcumine solubilisée dans la phase lipophile.

I1.2.3. Etude de la solubilité de la curcumine dans le beurre de Karité
La curcumine est soluble dans des solvants organiques tels que le méthanol, le
chloroforme et dans les huiles. Il est nécessaire de déterminer sa solubilité maximale dans
le beurre de karité afin de connaitre la quantité maximale pouvant étre incorporée dans les
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SLNs et ainsi pouvoir déterminer l'efficacité d'encapsulation. La solubilité de la curcumine
a été déterminée aux températures utilisées pour préparer les nanoparticules ; 40°C et 52°C
(systéme Karité /Tween 80/ Span 80 et Karité / PLSOH/Tween 80). Un excés de curcumine
(5 mg.ml™! de lipide fondu) est ajouté au beurre de karité fondu. Ce mélange est incubé aux
différentes températures sous une agitation douce pendant 72h. Cette suspension est ensuite
centrifugée a 12,100 g pendant 20 min pour faire précipiter la curcumine non solubilisée,
et ce, en gardant une température supérieure au point de fusion du beurre de karité. La
quantit¢ de curcumine soluble dans le beurre est déterminée par dosage
spectrophotométrique UV-visible dans le méthanol a 425 nm (Shimadzu UV-1605). La
solubilit¢ de la curcumine (mg.g' de lipides) a été calculée en utilisant une courbe
d’étalonnage (Figure 28) préparée a partir des solutions standards de curcumine dissoute

dans le méthanol.

Courbe d'étalonnage

o
©

y =0,1388x - 0,0161
R2=0,9999 .
."‘...
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0,6
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Densité optique (DO)
o o o o
= N w E-Y
{ ]
)

o

0 1 2 3 4 5 6 7
Concentration de curcumine (pg/mL)

Figure 28: Courbe d'étalonnage préparée a partir des solutions standards de curcumine

dissoute dans le méthanol. La droite obtenue correspond a I’absorbance de la curcumine

dans le méthanol a 425 nm.
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I1.2.4. Détermination de I’efficacité d’encapsulation

L’efficacité d’encapsulation est un paramétre important pour la caractérisation des
systémes obtenus. Il est ainsi nécessaire de doser la curcumine encapsulée dans les SLNs.
La curcumine non encapsulée est présente sous deux formes : une forme cristallisée qui est
sédimentée par centrifugation a faible vitesse (3000 g) pendant 10 min, et une forme
dissoute dans les micelles de Tween 80 qui présentent une taille inférieure a 10 nm. Dans
le deuxiéme cas, il faut séparer les SLNs des micelles de Tween 80. Cela est effectué a
’aide de tubes de centrifugation équipés de membranes spécifiques (centrisart I, Sartorius
GmbH , Figure 29). Ces tubes d’ultrafiltration sont composés d’un tube externe dans lequel
I’échantillon a filtrer est placé et d’un tube interne portant un ultrafiltre de 100 KDa
MWCO (Molecular Weight Cutt Off), correspondant & une porosité de 10 nm. Par
centrifugation, le milieu continu aqueux ainsi que des particules de taille inférieure a 10
nm (pouvant étre des micelles de Tween 80 encapsulant la curcumine) sont récupérées dans
le tube interne et les SLNs dans le tube externe. Enfin, la curcumine encapsulée dans les
SLNs (récupérées dans le tube interne) est dosée apres extraction dans le méthanol par
spectrophotométrie UV-visible a 425 nm, en utilisant la courbe d’étalonnage présentée

dans la Figure 28.

Ultrafiltrate

Ultrafilter

.t". .
aleiiers

Sample Particles, etc.

7 Centrifugal force
Data courtesy of Sartorius Corp.

Figure 29: Description et principe d'un tube centrisart I.
Cette méthode est utilisée pour doser la curcumine encapsulée dans le premier

systeme (Karité/Tween 80/Span 80) tandis que le second systéme (Karité¢/ PL 80H/Tween

77



Matériels et méthodes

80) ne présente pas de micelles de Tween 80 selon les distributions de taille par DLS. Pour
cela le protocole de dosage de la curcumine a donc été simplifié en annulant 1’étape

d’ultrafiltration.

L’efficacité d’encapsulation (EE) de la curcumine dans les SLNs est déterminée a

partir de I’équation suivante :

. J -1
_ Curc1.1r.mne encapsulee? (mg.g 71) £100 (Eq.4)
Solubilité dela curcumine (mg.g )

I1.2.5. Optimisation du systeme Karité / Tween 80/ Span 80 par plans
d’expériences

En vue de I’optimisation de la préparation des nanoparticules, nous avons utilisé
une approche empirique basée sur les plans d’expériences. Un plan d’expériences est une
succession d’essais organisés de manicre a déterminer avec un minimum d’essais et avec
un maximum de précision I'influence de plusieurs parameétres (facteurs) sur une ou
plusieurs réponses. Les plans de mélanges sont définis comme des plans d’expériences
utilisés pour étudier la formulation d’un produit composé de plusieurs constituants. Dans
notre cas, nous avons ¢étudié I’effet de la composition du systéme (lipide, tensioactifs, eau)
sur la taille et la polydispersité des SLNs obtenues. La démarche générale des plans de
mélanges consiste a traduire la variation d’une réponse en fonction des constituants du
mélange par la relation Y= f(Xi) avec Xi=I1 et i varie entre 1 et n (le nombre total des
facteurs). Les avantages de cette méthode sont une diminution du nombre d’essais, un
nombre plus important de facteurs étudiés, une détection des interactions entre les

constituants ainsi qu’une modélisation conduisant a une optimisation des réponses [265].

11.2.5.1. Le choix du modele
Plusieurs mod¢les existent pour traduire les variations d’une réponse en fonction
de la composition du mélange. L’¢laboration d’un tel modele de degré n avec k

constituants, se fait par le réseau de Scheffé (k,n). Celui-ci propose de choisir les teneurs
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en Xi du mélange suivant la série 0,1/n, 2/n, ..., n/n ; ainsi on aura autant de mélanges

différents que des coefficients a déterminer dans le modele polynomial.

Dans le cas des mélanges, les facteurs sont les proportions de chaque composant.

Ils ont donc deux particularités importantes [266] :

o Leur somme est égale a I'unité, ils ne sont donc pas indépendants

(D Xi=1).

e Leurs valeurs sont des nombres sans dimension, parfaitement comparables ; une
valeur de 0.1 a la méme signification, qu’elle représente la fraction d’un

antioxydant dans une créme dessert, ou la proportion d’un cépage dans un vin.

Ces contraintes sur les valeurs que peut prendre Xi font que les mélanges ne peuvent
pas étre traités de la méme fagon que dans le cas général, dans lequel les valeurs prises par
les variables codées ne sont pas soumises a ces contraintes. Compte tenu de celles-ci, toute
variation de la proportion d’un composant entraine une variation de la proportion des autres

composants [266].

On a notamment le mod¢le linéaire, le modele quadratique et le modele spécial

cubique.

e Le modéle linéaire a une forme générale Y= Pr. Xk. Ce modéle n’a pas de

constante. Pour k=3, on aura Y= B1 X1+ B2Xo+ 3Xs.
e Le modele quadratique est un modéle de degré 2. Sa formule générale est :

e Y= BiXi+ B;XiXj (j>1). Dans le cas du mélange ternaire on a Y= P1X1+ B2Xo+
B3X3+ Pr2X1Xot+ Bi13XaXs+ P23 X2 Xs.

e Le modele spécial cubique est un modele de degré 3. Sa formule générale est
e Y= PBuXmnt BiiXiXjt BijnXiX;Xn (i<j<h) et m varie entre 1 et k.

Dans notre cas, le modele est spécial cubique, avec k=3 Sa formule est :
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Y=B1 X1+ BaXot+ B3Xz+ Br2Xi1Xo+ B13XiXz+ Pa3Xo X3+ Pr23X1X2X3

Y est la réponse étudiée (dans notre cas le diamétre hydrodynamique des nanoparticules et
I’indice de polydispersité PdI), Biik sont les parametres de régression et Xi, X2 et X3 sont
les teneurs des constituants du mélange (beurre de Karité, tensioactifs (Tween 80 et Span

80 et cau).

11.2.5.2. La réalisation des essais
Le plan de mélanges permet de modéliser I’influence de la composition du systéme
sur les réponses ¢étudiées en utilisant la méthode des surfaces de réponse (MSR). Cette
méthode a pour but d’explorer les relations entre les variables dépendantes et
indépendantes impliquées dans une expérience [267]. Cette méthode a été utilisée pour
¢tudier I’influence de la composition de la formulation sur la taille et la polydispersité des
SLNs obtenues. Le domaine expérimental est limité en choisissant le minimum et le

maximum pour chaque parametre (Tableau 7).

Tableau 8: Limites choisies pour chaque parametre du domaine expérimental.

Parametres Domaine expérimental (m/m)
Beurre de Karité 5-40%
Tensioactifs 1,5-19%
Eau 48-92%

La matrice du plan de mélanges a été construite par le logiciel NEMROD (New
Efficient Methodology for Research using Optimal Design) avec 23 expériences (Tableau
8) [268].
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Tableau 9: Matrice des expériences.

Fraction de

Fracti Fracti
NC.exp. beurre de raction raction de

Karité d’eau tensioactifs
1 0,05 0,76 0,190
2 0,40 0,58 0,015
3 0,05 0,92 0,030
4 0,06 0,92 0,015
5 0,40 0,48 0,120
6 0,33 0,48 0,190
7 0,05 0,84 0,110
8 0,19 0,62 0,190
9 0,23 0,75 0,015
10 0,40 0,53 0,067
11 0,05 0,92 0,022
12 0,36 0,48 0,150
13 0,21 0,69 0,093
14 0,13 0,72 0,140
15 0,30 0,63 0,054
16 0,13 0,8 0,061
17 0,14 0,8 0,050
18 0,30 0,58 0,100
19 0,27 0,58 0,140
20 0,10 0,87 0,020
21 0,20 0,76 0,017
22 0,30 0,68 0,038
23 0,40 0,57 0,028

11.2.5.3. Interprétation des résultats
L’interprétation des résultats se traduit par 1’analyse statistique des résultats
notamment la significativité¢ des coefficients du modele et la validité du modele. Ceci se
fait par régression linéaire et I’analyse des variances (ANOVA). L’exploitation des
résultats se fait a 1’aide du logiciel NEMROD, en calculant les coefficients du modele
polynomial. En d’autres termes, il s’agit de déterminer les facteurs ou les interactions qui
ont une influence statistiquement significative sur la réponse étudiée. L’estimation de

I’erreur et du manque d’ajustement du modele seront évalués également. En conclusion de
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I’étude on juge de la fiabilité du modele a prédire le phénomene étudié. 11 est important de

signaler que le modele obtenu ne peut étre utilisé¢ qu’a I’intérieur du domaine d’étude.

I1.2.6. Préparation des microparticules de chitosane

Les microparticules de chitosane (CS-MP) ont été préparées a 1’aide d’un protocole
issu de préparation des nanoparticules de chitosane adapté au niveau des concentrations en
chitosane et tripolyphosphate (TPP) (Figure 30) [269]. Cette méthode est basée sur la
gélification ionique du chitosane protoné (groupement NH3") par le TPP (P3010>). L’ajout
du TPP, qui est un polyanion, va induire la formation spontanée des microparticules de
chitosane, par des interactions ¢électrostatiques entre les groupements amino du chitosane
et les ions phosphates du TPP. Par cette méthode il est possible de préparer soit des nano-
soit des microparticules, en modifiant les concentrations en chitosane et en TPP.
L’obtention des nanoparticules est limitée a une certaine concentration en chitosane
(<0,15%) et TPP (< 0,1%) [269]. Dans notre étude, nous avons obtenues des
microparticules en utilisant des concentrations en chitosane de 0,15% et en TPP de 0,05%.
Les conditions expérimentales de la préparation des microparticules sont précisées dans le

Tableau 10.
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Tableau 10: Conditions expérimentales de préparation des microparticules de chitosane.

Conditions de manipulation CS-MP

Masse moléculaire du chitosane 190-310 kDa

Concentration du chitosane (m/v) 0,15%

Ratio CS/TPP (m/m) 3/1

Ratio CS/TPP (v/v) 1/2

pH CS (pH=4,0), TPP (pH=7,0)
Vitesse d’agitation 700 rpm

Temps de gélification 10 min

Le chitosane (0,15% (m/v)) est tout d'abord solubilis¢ dans une solution d’acide
acétique diluée et laissé sous agitation modérée (350 rpm) pendant 24h a température
ambiante. La concentration en acide acétique correspond a 0.4 fois la concentration en
chitosane, et ce, pour présenter une faible force ionique permettant de rendre les particules
plus stables en limitant I’effet de blindage du contre-ion et d'augmenter les sites de
réticulation accessibles par le TPP [269]. La solution de chitosane est filtrée sous vide sur
des membranes en nitrocellulose de porosité 8 pm et 0,45 um pour éliminer les particules

non dissoutes. Le pH de la solution de chitosane (4,6) est ajusté a 4,0 en ajoutant de 1’acide
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chlorhydrique IM. Le TPP 0,05 % (m/v) est dissout dans I’eau et le pH (9,2) est ajusté a 7
a I’aide d'acide chlorhydrique HCI 1M.

B oo

T

T l
- €50.15% Formation spontanée des CSMP
. - -

u t= 10 min

700 rpm, 10 min

Lavage (3 fois) par
I'eau ultrapure

. 1500 rpm, 4°C, 7 min
CSMP lavées

Figure 30: Représentation schématique du protocole de préparation des microparticules

de chitosane [270] (référence de I’'image MEB des microparticules de chitosane).

Ensuite, 10 mL de la solution de chitosane 0,15% est placé dans un bécher de 25 mL
et est mis sous agitation a 700 rpm. 20 mL de la solution de TPP 0,05% sont versés dans
la solution de chitosane. La suspension est laissée sous agitation pendant 10 min pour

assurer la réticulation du chitosane par le TPP.

Enfin, les particules formées sont récupérées par centrifugation a 1500 rpm, pendant 7
min a 4°C et lavées 3 fois avec de 1’eau ultrapure pour €liminer le TPP en excés. Les

particules lavées sont redispersées dans 1’eau ultrapure et stockées a 4°C.
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I1.2.7. Encapsulation des SLNs dans les microparticules de chitosane

11.2.7.1. Méthode fondamentale

Les SLNs sont des nanovecteurs lipidiques utilisés pour protéger et vectoriser des
principes actifs hydrophobes [271-274] et hydrophiles [19, 275, 276] vers des organes
cibles. Néanmoins, les SLNs ne résistent pas aux actions des lipases gastriques et
pancréatiques qui sont les deux principales enzymes impliquées dans la digestion des
lipides [277]. Ainsi, pour éviter la digestion des SLNs et la libération de la curcumine dans
I’intestin gréle (lieu de digestion des lipides par la lipase pancréatique), les SLNs ont été
encapsulées dans des microparticules de chitosane. Ces microparticules vont protéger les
SLNs contre la digestion en masquant le site d’action des lipases (interface huile-eau)
permettant ainsi la vectorisation des SLNs vers le colon qui seront libérées aprés digestion
du chitosane par les enzymes microbiennes présentes dans cette partie du tractus gastro-

intestinal.

Les microparticules encapsulant les SLNs, elles-mémes encapsulant la curcumine ont
¢été préparées par le méme protocole utilisé¢ pour préparer les microparticules de chitosane,
en ajoutant la dispersion de SLNs dans la solution du chitosane (Figure 31). L’ajout du
TPP va permettre I’encapsulation des SLNs dans les microparticules en formant des

réseaux entre les différentes chaines du chitosane réticulé par le TPP.
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Centrifugation

Lavage @ Ajout du TPP

Figure 31: Protocole d'encapsulation des SLNs dans les microparticules de chitosane.

L’effet de la concentration en SLNs sur la taille des microparticules et sur

I’efficacité d’encapsulation des SLNs a été étudié.

Les dispersions de SLNs initiales (10% en lipide) ont été diluées (F=0, 5, 25, 50) a
différentes concentrations, puis ont ét¢ mélangées avec la solution de chitosane (0,15 %)
sous agitation a 700 rpm. Un volume précis du TPP est versé conduisant a la formation des
microparticules de chitosane encapsulant les SLNs (CS-SLN-MP). Les microparticules
obtenues apres 10 min de réticulation, ont été récupérées par centrifugation (1500 rpm,

37°C, 7 min) et lavées avec de 1’eau bidistillée pour éliminer le TPP en exces.

Les conditions expérimentales de 1’encapsulation des SLNs figurent dans le Tableau

11.
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Tableau 11: Conditions expérimentales de I'encapsulation des SLNs dans les

microparticules de chitosane.

Conditions de manipulation CS-SLN-MP

Masse moléculaire du chitosane 190-310 kDa

Concentration du chitosane (m/v) 0,15%

Ratio CS/SLN (m/m) 10/1

Ratio CS/TPP (m/m) 3/1

Ratio CS/TPP (v/v) 172

pH CS (pH=4,0), TPP (pH=7,0)
Vitesse d’agitation 700 rpm

Temps de gélification 10 min

11.2.7.2. Encapsulation des SLNs dans les microparticules de chitosane par
[’Encapsulateur Buchi 390 Pro

En plus de la gélification ionique précédemment décrite pour préparer les

microparticules de chitosane, des expériences utilisant un encapsulateur ont été effectuées.

11.2.7.2.1. La technologie « Jet Break »

L’encapsulateur Buchi (Figure 35) est utilis€ pour 1’encapsulation de principes
actifs, de bactéries, de cellules végétales dans des particules biopolymériques. La
technologie de vibration est un outil puissant pour obtenir des particules avec des tailles
controlables et dans des conditions stériles surtout dans le domaine de I’encapsulation de
bactéries. Elle donne également la possibilit¢é de produire des particules a I’échelle
industrielle grace a sa simplicité d’utilisation [278]. Cette technologie est basée sur le
principe selon lequel un jet liquide a écoulement laminaire se brise en gouttelettes de taille

¢gale par une vibration superposée au niveau de la buse. La fréquence de vibration choisie
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détermine la quantité de gouttelettes produites. Par exemple, une fréquence de vibration

700 Hz produit 700 gouttelettes par seconde.

Figure 32: Principe de I'encapsulateur Buchi (www. Buchi.com, consulté le 4/8/2015). 1)
Me¢élange du principe actif a encapsuler avec le polymére. 2) Pompage du mélange a 1’aide
d’une pompe a seringue. 3) Création d’une vibration superposée. 4) Formation des
gouttelettes. 5) Chargement des gouttelettes a I’aide d’un champ électrostatique ce qui
permet la dispersion des gouttelettes par répulsion électrostatique. 6) Contrdle en ligne de
la formation des gouttelettes a la lumiére d’une lampe stroboscopique. 7) Formation des
microparticules par gélification ou polymérisation dans le bain de réticulation. 8)

Récupération des particules.

11.2.7.2.2. Protocole

Les microparticules de chitosane encapsulant des SLNs ont été préparées par
gélification ionique en utilisant le méme principe qu’avant, mais en utilisant

I’encapsulateur (Buchi 390 Pro, Switzerland). Les SLNs ont ét¢ mélangées avec la solution
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de chitosane 0,4% (m/v) avec un ratio 1 :10 (v/v). Ce mélange a été aspiré par une seringue
de 20 mL et pompé a 1’aide d’une pompe pousse seringue. Ce mélange a subi ensuite une
vibration superposée au niveau de la buse, ce qui conduit a la formation des gouttelettes.
Ces gouttelettes ont été chargées a I’aide d’un champ électrostatique permettant ainsi la
dispersion des gouttelettes par répulsion électrostatique. Le bain de réticulation est
compos¢ d’une solution de TPP 8% (m/v) et de tween 80 0,05% (m/v). Le tween 80 a été
ajouté pour diminuer la tension de surface ce qui facilite le plongement des particules dans
le bain de réticulation. Les particules ont été laissées pendant 20 min sous faible agitation
(250 rpm) pour assurer une bonne réticulation par le TPP. Les particules ainsi réticulées
ont été filtrées sur un papier filtre et lavées plusieurs fois par I’eau pour éliminer le TPP

n’ayant pas réagi.

Les conditions expérimentales de 1’encapsulation des SLNs dans les

microparticules de chitosane sont présentées dans le Tableau 12.

Tableau 12: Conditions expérimentales de l'encapsulation des SLNs dans des

microparticules de chitosane en utilisant I’encapsulateur Buchi Pro 390.

Préparations % Chitosane  Ratio SLN :  Fréquence Débit Diamétre de la ~ Voltage (V)

(m/v) Chitosane (Hz) (ml/min) buse (1um)
1 0.4 1:10 500 4 120 950
2 0.4 1:10 1200 4 120 850
3 0.4 1:10 1380 4 120 900
4 0.4 1:10 500 7 300 800
5 0.4 1:10 770 7 300 900
6 0.4 1:10 800 7 300 900
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I1.2.8. Méthodes de caractérisation

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

11.2.8.1.1. Principe

La taille des SLNs est un parameétre majeur dans leur caractérisation. La méthode de
mesure la plus adaptée est la diffusion dynamique de la lumiére par la facilité¢ de sa mise
en ceuvre et également la possibilité d'obtenir une vue globale de I'échantillon a la
différence d'autre technique telle que la microscopie électronique par exemple. Cette
technique de diffusion de la lumiere ou spectroscopie par corrélation de photons permet de
déterminer la distribution de taille des nanoparticules en phase aqueuse. Cette technique
est basée sur la mesure de la variation en fonction du temps de I’intensité de la lumicre

diffusée par les particules soumises au mouvement du brownien (Figure 32).
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Figure 33: Principe de la DLS. (www.quantachrome.co.uk, consulté le 28/7/2015)

Ce dernier correspond a des mouvements produits par des collisions aléatoires entre les
particules et les molécules du solvant qui les entoure. Il impose ainsi des fluctuations de

I’intensité de la lumicre diffusée par les particules au cours du temps. Plus une particule
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est petite, plus son mouvement est rapide. De ce fait, la fluctuation de I’intensité est plus
importante pour les petites particules. La vitesse de déplacement des particules est reliée a

leur rayon hydrodynamique par la relation de Stokes-Einstein (Eq.5).

kT
- 6m.1.R (Eq:5)

Avec D (m?.s!) le coefficient de diffusion, ks (1,38 x 10%* N.m.K™") la constante de
Boltzmann, T la température (K), n (Pa.s) la viscosité et R (m) le rayon hydrodynamique

des particules.

La diffusion dynamique de la lumiére permet de déterminer la distribution de la taille

des SLNs allant de quelques nanométres jusqu’a 3 microns [279].

11.2.8.1.2. Protocole

La taille moyenne des particules, I’indice de polydispersité (Pdl) et le potentiel zéta des
particules (charge de surface) ont été mesurés en utilisant un Zetasizer Nano ZS (fourni par
Malvern Instruments, UK). L’échantillon a été¢ dilu¢ 100 fois préalablement a la mesure
pour éviter la saturation du détecteur. L appareil est équipé d’une source lumineuse laser
He-Ne émettant a 532 nm, une cellule de mesure, un photomultiplicateur et un corrélateur.
La mesure de la taille des particules a été effectué¢e dans des micro-cuvettes, tandis que le
potentiel zéta (charge de surface) des nanoparticules (systéeme Beurre de Karit¢/ PLSOH/
Tween 80 seulement) a été mesuré dans des cellules a capillaire replié. L’intensité de
diffusion a été mesurée a un angle de 173° par rapport a la source lumineuse en utilisant un
détecteur a systéme photodiode a avalanche. Cette configuration permet une réduction
considérable du signal en raison des phénomenes de diffusion multiple rencontrés dans les
¢chantillons concentrés en particules et permet de travailler dans des milieux dilués. Les
fonctions d’autocorrélation de 1’intensité ont été analysées par 1’algorithme de CONTIN
pour déterminer les coefficients de diffusion moyens des particules, liés aux rayons

hydrodynamiques par la relation de Stokes-Einstein. Le potentiel zéta est mesuré par
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¢lectrophorese Laser Doppler. Un champ électrique est appliqué sur I’échantillon ou les
particules vont se déplacer a une vitesse liée a leur potentiel zéta. Cette vitesse est mesurée
au moyen d’un procédé¢ d’interférométrie laser M3-PALS (Phase Analysis Light
Scattering). Il permet de calculer la mobilité électrophorétique, le potentiel zéta et sa
distribution. Les SLNs étant solides, elles ne risquent pas d'étre déformées par le champ

¢lectrique, le potentiel zéta déterminé est donc directement utilisable tel quel.

11.2.8.2. Diffusion Statique de la lumiere — Granulométrie Laser

11.2.8.2.1. Principe
La diffusion statique de la lumiere (SLS, Static Light Scattering), appelée
¢galement granulométrie laser ou diffraction laser permet de mesurer la taille des particules
de 0,01 um a plusieurs millimetres en se basant sur la diffraction de la lumiére. Lorsqu'un

faisceau laser éclaire une particule, on peut observer des franges de diffraction (Figure 33).

Particule

';'_ e

Diffraction Graphigue de diffraction & oo

Figure 34: Principe de la diffraction de la lumiére. (www.cilas.com, consulté le 3/8/2015).

Selon Fraunhofer, l'intensit¢ du rayonnement diffracté et l'angle de diffraction
dépendent de la taille des particules. Plus la particule est petite, plus I'angle de diffraction
est grand et inversement. La mesure de l'intensité¢ diffractée en fonction de l'angle de

diffraction permet ainsi de déterminer la distribution en taille des particules.

Les deux méthodes de mesure de la taille des particules par diffusion de la lumiere
(DLS et SLS) sont complémentaires et permettent l'accés a une large gamme de taille

comprise entre le nanometre et le millimetre.

92


http://www.cilas.com/

Matériels et méthodes

Néanmoins, il faut prendre en compte le fait que ces 2 techniques ne mesurent pas
directement la taille des particules, mais une intensité diffusée ou une fluctuation d'intensité
en fonction du temps qui est ensuite analysée par des modéles mathématiques pour
conduire a une distribution de taille des particules. Par exemple, les algorithmes utilisés
correspondent généralement a des particules sphériques, ce qui n'est pas toujours le cas

dans la réalité.

11.2.8.2.2. Protocole

La taille des microparticules a ét¢ mesurée par diffraction laser en utilisant un
granulomeétre laser (Mastersizer 3000, Malvern Instuments, UK) couplé a un disperseur
automatique hydro MV. Quelques gouttes de la dispersion a analyser sont ajoutées dans le
disperseur rempli d’eau ultrapure. La quantité d'échantillon ajoutée dépend de 1'obscuration
laser mesuré par l'appareil. La mesure est lancée a partir d'une valeur d'obscuration de 1%.
Cette valeur, couplée a un temps d'analyse de 10 secondes, suffit a obtenir des résultats
fiables d'apres le logiciel de traitement de donnée et permet d'éviter les phénomenes de
diffusion multiples. L’échantillon dispersé traverse la zone de mesure du banc optique ou
le faisceau laser éclaire les particules. Une série de détecteurs mesure avec exactitude
I’intensité¢ de la lumiere dispersée par les particules dans 1’échantillon pour les deux
longueurs d’ondes de lumiére rouge et bleue sur une large gamme d’angles allant de 0,015
a 144° (A rouge = 632,8 nm, A bieue = 470 nm). Les données de diffusion sont analysées par
un logiciel qui traite les données pour calculer la distribution granulométrique. Les résultats
obtenus sont la moyenne de 10 mesures de 10 secondes par échantillons. Par ailleurs, ce
logiciel permet d’accéder au parametre SPAN relié a la largeur de la distribution

granulométrique permettant de comparer la polydispersité de différents échantillons

(Eq.6).

dy —d
SPAN =—2 "1 (Eq.6)

50

Avec doo est le 90° centile de la distribution, dio est le 10° centile et dso est la taille

médiane de la taille des particules.
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11.2.8.3. Diffraction des Rayons X (DRX)
Toutes les études axées sur les lipides solides doivent prendre en compte la phase
cristalline sous laquelle la maticre grasse est structurée. Pour cela, la technique de référence

est la diffraction des rayons X.

11.2.8.3.1. Principe
La diffraction des rayons X est une méthode d’analyse physico-chimique. Elle
permet d’identifier la nature et la structure de produits cristallisés. Elle ne fonctionne que
sur les échantillons cristallins (minéraux, métaux, ...) ou présentant les caractéristiques de
I'état cristallin, c'est-a-dire un arrangement périodique, ordonné et dans des plans

réticulaires formés par les atomes, mais pas sur les matieres amorphes (liquide, verre, ...).

Une partie d'un rayonnement de longueur d’onde suffisamment petite (de 1'ordre de
I"Angstrom pour les rayons X) arrivant a un certain angle 0 est réfléchie selon le méme
angle par les plans cristallins de I'échantillon qui jouent le réle de miroir. En fonction de la
longueur d'onde et de la distance entre les plans réticulaires, les ondes réfléchies a cet angle
peuvent étre en phase (interactions constructives, Figure 34.A) ou déphasée (interactions
destructives, Figure 34.B). Dans le premier cas, l'intensité¢ des rayons X diffractés sera
importante et un pic de diffraction sera détecté pour l'angle de diffraction 6 correspondant.
Dans le deuxiéme cas, aucun signal ne sera enregistré. Il apparait ainsi que pour une
distance inter réticulaire donnée, une seule valeur de l'angle O permet d'obtenir des
interactions constructives et ainsi conduire a 'apparition d'un pic de diffraction et ce, en

suivant la loi de Bragg :
2dsin(0)=n.A (Eq.7)

Avec d, la distance de répétition, 0, 1'angle de diffraction, n, I'ordre de diffraction

(nombre entier) et A, la longueur d'onde des rayons X.

Un diffractogramme présente ainsi la variation de l'intensité diffracté en fonction de
l'angle de diffraction exprimé en degrés. La loi de Bragg permet d'associer a la position de

chaque pic en degré une distance de répétition correspondante.
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Figure 35: Principe de la DRX. A : interactions constructives conduisant a l'apparition d'un
pic de diffraction pour une certaine valeur de 6 ; B : interactions destructives ne conduisant

pas a l'apparition d'un signal de diffraction.

Selon la loi de Bragg, plus I'angle de diffraction est petit, plus la distance de répétition
mesurée est grande. Ainsi, la variation de l'angle de diffraction permet de sonder
l'organisation de la matiére a plusieurs échelles. On parle ainsi de diffusion/diffraction des
rayons aux petits angles (SAXS : Small Angles X-ray Scattering ; généralement de 0,1 a
10°) et aux grands angles (WAXS : Wide Angles X-ray Scattering ; supérieur a 10°) en
fonction de la gamme d'angle sondée. La diffraction aux grands angles est communément

appelée Diffraction des rayons-X (DRX).
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11.2.8.3.2. Protocole

Les mesures en DRX ont été réalisées dans le laboratoire CRM2 (Cristallographie,
Résonnance Magnétique et Modélisations) - UMR CNRS 7036 - Institut Jean Barriol —

Université de Lorraine en collaboration avec Pierrick Durand.

Un diffractometre panalytical X Pert Pro, a été utilis€. Il est basé sur la géométrie
Bragg-Brétano en configuration dite 6-26. Il est équipé par un tube en cuivre, un
monochromateur Ge (111) a faisceau incident (systéme diffractant sé¢lectionnant la raie Kau

avec A= 1,5406 A) et un détecteur rapide X’Celerator.

Les mesures en WAXS ont été collectées en utilisant des fentes de Soller, des fentes
de divergence et anti-diffusion programmables. La zone irradiée a été fixée a 10 mm x 10
mm. Le détecteur X’Celerator a été utilis¢ comme un détecteur de ligne de balayage (1D)
avec 2,122° comme longueur active. La collection des données a été réalisée dans la plage

d’angles de diffusion 2-30° avec une vitesse de rotation de 0,0167° / min, pendant 90 min.

Les mesures en SAXS ont été collectées en utilisant des fentes de Soller 0,02 rad,
une divergence fixée a 1/16° et des fentes anti-diffusion. Le détecteur X’Celerator a été
utilisé comme un détecteur de ligne de balayage (1D) avec 0,518° comme longueur active.
La collection des données a été réalisée dans la plage d’angles de diffusion 0,8-12° avec

une vitesse de rotation de 0,0167° / min pendant 90 min.

11.2.8.4. Calorimétrie différentielle a balayage (DSC: Differential Scanning
Calorimetry)

La matiére grasse solide est également caractérisée par les températures de fusion et de
cristallisation de la structure lipidique cristallisée. Ces paramétres sont déterminés par

calorimétrie différentielle a balayage.

11.2.8.4.1. Principe
La calorimétrie différentielle a balayage ou DSC est une technique thermo-analytique
qui permet d’obtenir les températures de transition de phase de lipide et les enthalpies qui

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

et les transitions endothermiques comme la fusion.

11.2.8.4.2. Protocole

L’analyse thermique a été menée en scellant 10 mg d’échantillon de particules
séchées (microparticules) ou lyophilisées (SLNs) dans des capsules en aluminium, avec un

sertissage mécanique.

La capsule est introduite dans un calorimétre différentiel a balayage équipé d’un
capteur en céramique HSS8 de Metter-Toledo. Les études a basses températures ont été
faites en utilisant un systéme de refroidissement a 1’azote liquide qui permet d’atteindre

123°K (-150°C) dans le porte d’échantillon.

Deux protocoles différents ont été utilisés pour les deux systémes (Karité/ Tween

80/ Span 80, Karité¢/ PLSOH/ Tween 80 et assemblage chitosane et SLNs).

Pour le premier systéme, une seule montée en température de 10°C a 50°C a été
effectuée a une vitesse de 5°C/ min, pour pouvoir détecter le point de fusion du beurre de
karité et voir I’effet de I’état colloidal du lipide (nanoparticule) et de 1’encapsulation de la

curcumine, sur le point de fusion du beurre de Karité a 1’état non dispersé et nanodispersé.

Pour le deuxiéme systéme, une premiére montée en température de 5°C a 60°C été
effectuée a une vitesse 2°C/ min, pour évaporer I’humidité absorbée par les SLNs
lyophilisées en présence du tréhalose et les microparticules de chitosane (CS-MP, CS-SLN
et CS-SLN-curcumine). Cette montée est suivie d’une phase de refroidissement de 60°C a
5°C aune vitesse 5°C/ min, pour pouvoir détecter le point de cristallisation des SLNs. La
deuxiéme montée en température de 5°C a 300°C a été réalisée a une vitesse de 10°C/ min,
pour pouvoir détecter la dégradation thermique des polysaccharides (chitosane et
tréhalose), la transition vitreuse (si elle existe) du chitosane et 1’état de la curcumine

encapsulée (cristallin ou amorphe).
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11.2.8.5. Microscopie Electronique a Balayage (MEB)

11.2.8.5.1. Principe

Le MEB est un type de microscopie électronique qui produit des images d’un
¢chantillon en I’examinant par un faisceau focalis¢ d’électrons. Les ¢lectrons interagissent
avec les atomes de 1’échantillon, produisant des signaux divers (ex : électrons secondaires
et électrons rétrodiffusés) qui peuvent étre détectés et qui contiennent des informations sur

la topographie et la composition de la surface de 1I’échantillon.

11.2.8.5.2. Protocole

La technique de microscopie électronique a balayage (Hitachi S-4800, Tokyo,
Japon) a été utilisée pour observer la surface et la morphologie des microparticules de
chitosane encapsulant la curcumine. Les microparticules ont été séchées dans un
dessiccateur contenant des billes de silice pour capter I’eau. Les particules séchées ont été
dispersées dans 1’éthanol en utilisant un bain d’ultrasons. Une a deux gouttes des particules
dispersées ont été déposées sur un support pour les sécher a I’air libre. Pour rendre
conductrices les particules, elles ont ét¢ métallisées en recouvrant les particules par une

couche de carbone. Les mesures ont été réalisées a 15 kv.
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Chapitre I11: Résultats et discussion

III.1 Systéme beurre de karité/curcumine : cristallisation, préparation
des SLNs et incorporation de la curcumine.

Comme présenté dans le chapitre 1, les stabilités chimique et physique des matrices
a base de lipides solides en font de bons candidats pour la préparation de vecteurs de
principe actifs. Cette approche, a la différence des systémes a base d'émulsions, nécessite
néanmoins de connaitre les phénomeénes reliés au passage entre 1'état liquide sous lequel
est réalisé la nanodispersion et 1'état solide final. Les différentes phases pouvant étre
formées par les lipides, décrites dans le chapitre 1, partie 1.3.1.4, augmentent la complexité
du phénomene. L'ajout d'une molécule active au sein de la matrice lipidique peut également
avoir une influence sur ce passage de I'état liquide a I'état solide final. Il est ainsi nécessaire
d'étudier la cristallisation du lipide utilisé pour former les SLNs, seul et en présence du
principe actif. L'ajout de la curcumine au systéme peut en effet avoir des conséquences sur
la cristallisation du beurre de karité. Pour cela, une premiére partie de ce chapitre porte sur
la comparaison des cinétiques de cristallisation du beurre de karité sans et avec curcumine
a 'état non-dispersé. Une deuxieéme partie est acces sur la préparation des SLNs a base de
beurre de karité, notamment en utilisant la méthodologie des plans d'expériences afin
d'apprécier l'influence de la composition du systéme sur les propriétés physico-chimiques
des nanoparticules. Pour cela, un systéme simple a base de tensioactifs non-ioniques
commerciaux a ét¢ formulé. La partie concluant ce chapitre traite de I'ajout de la curcumine
dans le beurre de karité sous forme de nanoparticules. L'influence des propriétés physico-
chimiques des SLNs (maitrisée grace a la deuxiéme partie) sur la quantité de molécule
active restante dans les nanoparticules apres I'émulsification et cristallisation des SLNs est

notamment abordée.

98



Reésultats et discussion

[I1.1.1. Systéme beurre de karité/curcumine a 1'état non dispersé ; solubilité
et cristallisation

II1.1.1.1. Solubiliteé de la curcumine dans le beurre de karité

Avant toute étude portant sur l'influence de 1'ajout d'une molécule spécifique sur la
cristallisation d'une matrice lipidique, il est nécessaire de déterminer sa solubilité dans le
lipide utilisé. Le protocole suivi pour cela est détaillé dans le chapitre 2, partie 3. La
solubilité sera également utilisée lors de I'encapsulation de la curcumine au sein des SLNs
afin de définir la quantité initiale de curcumine ajoutée dans la formulation. La solubilité a
40°C, température a laquelle le beurre de karité est a 1'état liquide, a été déterminée par des
mesures d'absorbance mises en relation avec la droite de calibration présentée dans le
chapitre 2, partie 2.3. D'aprés les résultats, la curcumine est soluble dans le beurre de karité
a hauteur de 0,33 mg par g de lipide a 40°C. La solubilité de la curcumine peut étre reliée
a la masse moléculaire moyenne du lipide. D'apres la littérature, les triglycérides a courte
chaine permettent de solubiliser une quantité¢ plus importante de curcumine [280]. Cela
s'explique par le fait que la curcumine interagit avec la partie polaire du lipide. Etant donné
que les triglycérides a courtes chaines présentent plus de groupements polaires par unité de
masse que les composés a longues chaines, il semble logique que la curcumine soit moins
soluble dans ces derniers. La valeur déterminée dans ce travail est proche de celle obtenue

dans I'huile de mais (acide gras principaux C18:1 et C18:2) égale a 0,30 mg.g™' [280].

111.1.1.2. Influence de la curcumine sur la cristallisation du beurre de karité

L'influence de la présence de la curcumine sur la cristallisation du beurre de karité
a été étudiée par diffraction des rayons X aux grands angles (WAXS). Les études portant
sur la cristallisation des lipides sont souvent menées en refroidissant I'échantillon
préalablement fondu a vitesse contrélée a l'intérieur méme du diffractométre [281].
L'acquisition des diffractogrammes est ainsi réalisée in situ au cours du refroidissement.
Par ailleurs, ces expériences sont souvent réalisées en utilisant le rayonnement synchrotron
comme source de rayons X dont la puissance permet 'obtention de diffractogrammes avec

des temps d'acquisition tres courts. Il est ainsi possible de détecter toutes les transitions de
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phases en enregistrant des spectres a une fréquence ¢levée. Le risque d'une acquisition trop
longue réside dans le fait que le diffractogramme obtenu peut présenter des informations
concernant les phases présentes a la fois en début et en fin d'acquisition si une transition a

eu lieu entre temps.

Cette étude a été menée sur un montage de laboratoire moins puissant qu'un
appareillage reli¢ a une ligne de lumiére synchrotron (voir chapitre 2, partie 8.3).
L'acquisition des diffractogrammes n'a pas pu étre réalisée in situ en contrdlant la vitesse
de refroidissement. Le protocole utilis¢ est présenté sur la Figure 36. Le lipide fondu a
60°C subit une trempe dans l'azote liquide a -196°C pour un refroidissement rapide.
L'échantillon est ensuite placé dans le diffractométre dont la température est maintenue a
20°C. L'acquisition des diffractogrammes débute alors et ce temps est défini comme le
temps initial to dans la présentation des résultats. Un diffractogramme est ensuite enregistré
toutes les 5 minutes. Plusieurs types de protocoles auraient pu étre utilisés et les résultats
obtenus dépendent fortement de la maniére dont 1'échantillon a été refroidi et a quelle
température il est analysé. Dans le cas d'une comparaison comme ici, il est trés important
de respecter un protocole identique pour tous les échantillons.

T°C

Trempe dans
I'azote liquide

o
60°C Acquisition
DRX

. recristallisation
20°Ct

temps

:r

-196°C 1

Figure 36: Schéma descriptif du protocole utilisé pour 1'étude de la cristallisation du

beurre de karité.

La cristallisation du beurre de karité en absence de curcumine a tout d'abord été
étudiée. L'évolution du signal de diffraction enregistré aux grands angles en fonction du

temps apres la trempe de 1'échantillon dans I'azote liquide est présentée sur la Figure 37.
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Figure 37: Evolution des
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diffractogrammes WAXS lors de la recristallisation du beurre de

karité. (A) évolution lors des 900 premiéres minutes et (B) diffractogrammes représentatifs

de la cinétique de cristallisation a différents temps.

Le premier spectre enregistré 5 minutes apres la sortie de 1'échantillon de 'azote

liquide met en évidence la présence d'une phase y avec 2 pics caractéristiques a des valeurs
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d'angle de diffraction 20 égales a 21,2° et 23,0° correspondant respectivement a des
distances de répétitions de 4,19 et 3,97 A [282] (d = A/(2sinB) avec A la longueur d'onde
des rayons X égale a 1,5406 A, voir chapitre 2 partie 9.3). Cette phase y disparait
rapidement et n'est plus détectée sur le diffractogramme enregistré a 10 minutes. A ce
temps, le signal de diffraction est tres faible et seulement 3 raies de diffraction de faible
intensité a 19,3° (4,60 A), 20,3° (4,35 A) et 21,3° (4,16 A) sont détectées (Figure 37.B,
fleches sur le diffractogramme a 10 min). L'échantillon est donc majoritairement composé
d'une phase amorphe avec un début de cristallisation sous les deux formes B (pic a 19,3°)
et B' (pics a 20,3 et 21,3°) [282]. Ces deux phases coexistent ensuite. L'augmentation de
l'intensité des pics de diffraction ainsi que I'apparition de pics supplémentaires a 22,2° (4,00
A), 22,8° (3,90 A), 23,6° (3,77 A) et 24,1° (3,69 A) caractéristiques de la phase B [282],
mettent en évidence un accroissement de la proportion de lipides cristallisés aux dépens de
la phase amorphe. La phase ' disparait ensuite ne laissant apparaitre sur le
diffractogramme enregistré 600 minutes (10 h) apres la trempe a 'azote liquide que les pics
correspondant a la phase 3. D¢s lors, la phase 3 étant le polymorphe le plus stable, aucune
transition de phase n'a lieu. L'augmentation de 1'intensité des pics ainsi que l'affinement des
raies de diffraction correspondent a 'augmentation de la fraction de lipides cristallisés dans
I'échantillon et également a la croissance des cristaux. La position des pics de diffraction
ainsi que les distances de répétition correspondantes observées pour le beurre de karité sont

résumées dans le Tableau 12.
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Tableau 13: Angles de diffraction et distances de répétition correspondantes des différentes

phases observées lors de la cristallisation du beurre de karité.

Phases cristallines Angles de diffraction 20 (°) Distances de répétition (A)

21,2 4,19
! 23,0 3,87
' 20,3 4,35
P 21,3 4,16
16,3 5,43

19,3 4,60

222 4,00

P 22,8 3,90
23,6 3,77

24,1 3,69

Une étude identique a été effectuée en présence de curcumine solubilisée dans le

beurre de karit¢ fondu a une concentration €gale a sa solubilité. Les diffractogrammes

enregistrés au cours de la cristallisation sont présentés sur la Figure 38.
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Figure 38: Evolution des diffractogrammes WAXS lors de la recristallisation du beurre de
karité en présence de curcumine. (A) évolution lors des 350 premicres minutes et (B)

diffractogrammes représentatifs de la cinétique de cristallisation a différents temps.
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Tout comme dans le cas du beurre de karité seul, le diffractogramme enregistré 5
minutes apres la trempe a 'azote met en évidence la présence d'une phase y en début de
cinétique. Au bout de 15 minutes, cette phase y disparait au profit d'une phase '. La faible
intensité des pics correspondant prouve qu'une large proportion du lipide est néanmoins
sous forme amorphe. Entre 30 et 250 minutes, une raie de diffraction est présente, en plus
de celles de la phase f', a une valeur d'angle 20 de 18,6° relative a une distance de répétition
de 4,75 A. La structure conduisant a la présence de ce pic n'a pas été déterminée étant
donné qu'aucune étude de la littérature ne mentionne une raie de diffraction a cet angle
pour les lipides cristallins. Ce pic n'est néanmoins plus présent a partir de 360 minutes,
temps auquel commence a se former la forme B avec l'apparition d'un pic a 4,60 A en
coexistence avec la forme B'. 31 heures aprés la trempe dans l'azote liquide, le beurre de
karité en présence de curcumine est cristallisé uniquement sous la forme B, les pics relatifs
a la phase ' ayant disparu. L'augmentation de la taille des cristaux ainsi que de leur nombre
au sein de I'échantillon conduit a une augmentation de l'intensité des pics ainsi qu'a la

diminution de leur largeur entre 31 et 47 heures.

Ainsi, la curcumine modifie la cinétique de cristallisation du beurre de karité
notamment en retardant 'apparition de la phase B qui apparait apres 250 minutes alors que
25 minutes suffisent pour le beurre de karité seul (Figure 39). De méme, la présence
exclusive de cette phase [ apres disparition de la phase ' est retardée, passant de 300

minutes a 23 heures.

Beurre de karité

' | » Temps (min)
0 10 min 25 min 300 min

Y

B+p B

| » Temps (min)

Figure 39: Evolution de la structure cristalline en fonction du temps du beurre de karité

seul et en présence de curcumine.
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La comparaison des diffractogrammes obtenus en fin d'expérience apres 40 et 47
heures passées dans le diffractométre pour les deux systémes (Figure 40) démontre le retard
dans le phénoméne de cristallisation induit par 1'ajout de la curcumine. En effet, les pics de
diffraction sont moins intenses et plus larges traduisant une proportion de phase cristalline
plus faible et des cristaux plus petits dans 1'échantillon contenant le polyphénol. La largeur

des pics est en effet reliée a la taille des cristaux par la loi de Scherrer [283] :
D = KA/B cos6 (Eq.8)

Avec D : taille du domaine (A), K : constante de Scherrer dépendante de la
géométrie du cristal (0,9 si la forme est inconnue), A: longueur d'onde des Rayons-X

(1,5418 A), B : largeur a mi-hauteur en °, et 0: demi-angle de diffraction relié a la position

du pic en °.

Ainsi, plus les cristaux sont grands, plus les pics sont fins. La présence de la
curcumine dans la matrice lipidique semble avoir une influence sur la taille des domaines
monocristallins du beurre de karité a un temps donné. Il est possible que le polyphénol

s'insére dans la matrice lipidique en tant qu'impureté limitant ainsi la croissance des

cristaux.

Beurre de karité Beurre de karité + curcumine
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2250 2250
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Figure 40: Comparaison des diffractogrammes obtenus pour le beurre de karité seul et pour

le beurre de karité en présence de curcumine apres respectivement 40 et 47 heures.
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Il est également important de constater que les nombreux pics de diffraction de la
curcumine a 1'état cristallin (Figure 41) ne sont pas détectés sur les diffractogrammes. Ceci
confirme le fait que la curcumine est bien solubilisée ou dispersée a I'état monomérique

dans la phase lipidique et non sous forme d'agrégat cristallin.

Intensité (u.a.)

i

16 18 20 22 24 26 28 30
20(°)

Figure 41: Diffractogramme de la curcumine pure cristallisée.

Malgré le retard observé concernant l'apparition des différentes phases cristallines,
l'addition de la curcumine au beurre de karité n'empéche pas sa cristallisation sous la forme
B. Par ailleurs, la présence de la curcumine ne modifie pas le nombre ainsi que la position
des pics de diffraction. Les propriétés structurales du beurre de karité ne sont ainsi pas

affectées par la présence de la curcumine dispersée dans la matrice lipidique.

II1.1.2. Préparation des SLNs a base de beurre de karité : influence de la
composition du systéme ternaire sur les propriétés des nanoparticules.

A la suite des études structurales portant sur la cristallisation du systéeme lipidique,
le beurre de karité a été utilisé pour la préparation de SLNs. Le protocole choisit, décrit
dans le chapitre 2, partie 2.2, passe par une étape d'émulsification & une température
supérieure au point de fusion du lipide. Afin de faciliter cette émulsification et stabiliser le
systéme, l'ajout de tensioactif est nécessaire. Pour cela, nous avons choisi, en relation avec

la littérature [284], un mélange de Tween 80 et de Span 80 (composition détaillée dans le
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chapitre 2, partie 1 ) en utilisant un ratio massique 90/10. Ce rapport spécifique entre les
masses des deux tensioactifs permet en effet d'obtenir les nanoparticules les moins
polydisperses et donc les plus stables d'aprés une étude réalisée précédemment au
laboratoire. La nécessité¢ d'utiliser un mélange de ces deux tensioactifs pour obtenir les
particules les moins polydisperses peut étre expliquée par le concept de balance hydrophile
lipophile requise (RHLB pour Required Hydrophilic Lipophilic Balance) d'une huile [285].
Cette théorie relie a chaque huile une valeur de RHLB correspondant a la HLB du
tensioactif permettant de formuler les émulsions les plus stables. Ces valeurs sont
déterminées empiriquement par l'utilisation de tensioactifs ou de mélanges de tensioactifs
d'HLB différentes permettant 1'obtention de I'émulsion la plus cinétiquement stable. Un
mélange de tensioactifs présente une HLB moyenne dépendant de la HLB de chacun pris
séparément et de leur proportion relative. Connaissant la HLB du Tween 80 (HLB = 15)
et du Span 80 (HLB = 4,3), un mélange de ces deux tensioactifs dans des proportions
massiques 90/10 conduit a un systéme présentant une HLB moyenne de 13,9 (0,9%15 +
0,1*4 ,3). Ce mélange étant celui permettant d'obtenir 1'émulsion la plus stable, la RHLB
du beurre de karité peut ainsi €tre déterminée comme égale a 13,9. Aucune valeur trouvée

dans la littérature ne nous a permis de le confirmer.

L'utilisation de SLNs pour la vectorisation d'une molécule active nécessite une
¢tude préliminaire permettant de contrdler les propriétés physico-chimiques des
nanoparticules. La taille des particules peut par exemple avoir un effet important sur
l'efficacité d'encapsulation. Comme abordé¢ dans le chapitre 1, plusieurs modeles décrivent
la distribution spatiale d'une molécule au sein des SLNs. La distribution peut étre
homogene dans toute la particule ou suivre des modeles de cceur enrichi ou de couronne
enrichie [35, 286]. Dans le cas de ces deux derniers modeles, I'efficacité d'encapsulation
varie différemment en fonction de la taille des particules. Une incorporation de la molécule
active au sein du cceur des particules conduit a une augmentation de I'efficacité
d'encapsulation en fonction de la taille des particules. Dans le cas d'une couronne enrichie,
la diminution de la taille des particules, correspondant a une augmentation de la surface de
la couronne pour une méme quantité de matiére (équivalent d'une surface spécifique),

conduit théoriquement a une augmentation de 1'efficacité d'encapsulation. Le controle de
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la taille des particules de beurre de karité permettra de tester des SLNs de tailles différentes

et de déterminer l'influence du diamétre des particules sur I'efficacité d'encapsulation.

Les méthodes utilisant les plans de mélanges sont des outils intéressants pour
¢tudier les effets de différents paramétres expérimentaux sur les caractéristiques finales
d'un systéme, et ce tout en limitant le nombre d'expériences a effectuer. Grace a des outils
statistiques, il est possible en choisissant judicieusement une série d'essais limités, d'avoir
une vision globale de l'influence de la composition d'un systéme sur ses propriétés. Il est
¢galement possible d'aboutir a des modéles permettant de prévoir les caractéristiques du
systéme en fonction des parameétres étudiés. Des plans de mélanges ont déja été utilisés
dans le cas de la préparation de SLNs. L'influence de différents paramétres sur les
propriétés de particules préparées par la technique d'émulsification par évaporation de
solvant est reportée dans la littérature [287, 288]. Le rapport lipide/solvant, la concentration
en lipide ainsi que la température ont été, dans ce cas, considérés comme les parameétres
clés dans le controle de la taille des particules. Les plans de mélanges sont des plans
d'expériences particuliers utilisés pour étudier I'influence de la composition d'un mélange
sur ses propriétés. Ils sont largement utilisés dans le domaine de la formulation d'émulsions

[289, 290] ou de liposomes [291].

La méthodologie des plans de mélanges a été utilisée afin de mettre en évidence
l'influence de la composition du systéme ternaire (beurre de karité/tensioactifs/eau) sur les
propriétés (taille et polydispersité) des SLNs. Le détail du plan utilisé ainsi que le protocole
de préparation des SLNs stabilisées par le mélange de Tween 80 et de Span 80 sont

présentés dans le chapitre 2, partie 2.5.

L'étude de la composition du systéme ternaire n'a pas été réalisée sur l'ensemble du
domaine de composition. Il n'est en effet pas nécessaire de tester des compositions a fortes
teneurs en beurre de karité ou en tensioactifs. Le domaine de composition testé a donc été
limité et est défini par : 5-40 % en poids de beurre de karité ; 48-92 % en poids d'eau et
entre 1,5 et 19 % en poids de tensioactifs (Figure 42). Des études préalables ont en effet

démontré la possibilité d'obtenir des particules dans ce domaine présentant des tailles
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différentes. Les réponses étudiées sont la taille des SLNs (% en intensité) ainsi que l'indice

de polydispersité (PdI), déterminés par diffusion dynamique de la lumiére.

Beurre de karité

Tensioactif

Figure 42: Domaine de composition du plan de mélange sur le diagramme ternaire beurre

de karité/eau/tensioactif.

Les 23 compositions testées ainsi que le diametre et le Pdl des SLNs

correspondantes sont présentés dans le Tableau 13.

Tableau 14: Composition des 23 expériences et réponses associées (diamétre et PdI).

Fraction en Indice de
Fractionen Fractionen  Diamétre ) )
NO.exp. beurre de polydispersité
eau tensioactif (nm)

karité (PdI)
1 0,05 0,76 0,190 84 0,21
2 0,40 0,58 0,015 408 0,48
3 0,05 0,92 0,030 150 0,23
4 0,06 0,92 0,015 305 0,31
5 0,40 0,48 0,120 304 0,26
6 0,33 0,48 0,190 208 0,15
7 0,05 0,84 0,110 72 0,22
8 0,19 0,62 0,190 265 0,26
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Fraction en . ‘ . Indice de
Ne.exp. Beurre de Fraction en Frac.tlon .en Diametre polydispersité
Karité eau tensioactifs (nm) (PdD)

9 0,23 0,75 0,015 301 0,26
10 0,40 0,53 0,067 1094 0,80
11 0,05 0,92 0,022 1624 0,60
12 0,36 0,48 0,150 201 0,16
13 0,21 0,69 0,093 871 0,50
14 0,13 0,72 0,140 470 0,42
15 0,30 0,63 0,054 316 0,40
16 0,13 0,8 0,061 214 0,20
17 0,14 0,8 0,050 193 0,18
18 0,30 0,58 0,100 170 0,18
19 0,27 0,58 0,140 419 0,19
20 0,10 0,87 0,020 189 0,17
21 0,20 0,76 0,017 194 0,27
22 0,30 0,68 0,038 203 0,26
23 0,40 0,57 0,028 204 0,35

Les tailles des SLNs obtenues varient de 70 nm a plus de 1 pm sur l'ensemble des
23 expériences. Cependant, une part des formulations conduit a plusieurs dispersions
polydisperses avec des indices de polydispersité supérieurs a 0,2. Les distributions

correspondant aux expériences 7 et 14 sont présentées a titre d'exemple en Figure 43.
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Figure 43: Distributions de tailles en intensité des particules obtenues a partir des

expériences 7 (pointillés) et 14 (ligne pleine).

La gamme de tailles de particules ainsi obtenue couvre une gamme relativement
large. Les diagrammes de surfaces de réponses obtenues a partir de ces 23 expériences sont

présentés en Figure 44.

Taille des particules Indice de polydispersité

Beurre de karité Beurre de karité

»\Cx

Eau Tensioactif Eau Tensioactif

Figure 44: Diagrammes de surfaces de réponse issus du plan de mélange pour la taille des
particules et l'indice de polydispersité. La zone blanche correspond au domaine
expérimental décrit en Figure 42. Les points violets correspondent aux manipes annulées

pour bien affiner le modéle.
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D'un point de vue qualitatif, I'évolution de la taille des particules en fonction de la
composition du mélange ternaire est en accord avec les résultats attendus. L'augmentation
de la fraction en beurre de karité ou la diminution de la quantité de tensioactif conduit a
l'obtention de particules plus grandes et vice versa. Les plus petites particules sont ainsi
obtenues pour de faibles concentrations en beurre de karité (fortes concentrations en eau).
La taille des SLNs est ainsi contrdlée par la quantité de tensioactifs pouvant stabiliser
l'interface eau/beurre de karité. Plus la quantité¢ de tensioactif est grande, plus l'interface
potentiellement stabilisée est grande, et ce pour une quantité de beurre de karité constante.
De méme, pour une concentration en tensioactifs fixée, I'augmentation de la fraction en
beurre de karit¢ conduit a un agrandissement des particules. Du point de vue de la
polydispersité des dispersions, les PdIs les plus faibles sont obtenus au centre du domaine

expérimental.

La méthodologie des plans de mélanges permet de modéliser l'influence de la
composition de chaque constituant sur les réponses étudiées. Il est ainsi ensuite possible de
prédire les propriétés des particules en fonction des fractions des 3 constituants. Le modele
dépend des coefficients relatifs a la proportion de chaque composé [xsk (proportion en
beurre de Karité), xg (proportion en eau) et xra (proportion en tensioactif)] et également
des interactions entre les proportions (XBk.XE ; XBK.XTA ; XBK.XTA.XE ; etc.). Le plan de
mélange a permis de déterminer les équations suivantes modélisant la taille des particules
ainsi que le PdI en fonction des fractions de chaque constituant du mélange. Les

coefficients de régression pour chaque modé¢le sont présentés dans le Tableau 15.

Taille (nm) = -4090.xBk — 46.XE + 7263 .x1a + 9824 .xBK.XE + 22834 .XBK.XTA - 8078.XE.XTA
- 65365.XBK.XE.XTA R?=0,86 (Eq.9)

Pdl = 2.65.xsk + 0.35.xg + 10.85.x1A — 2.22.XBK.XE - 22.69.XxBK.XTA - 13.41 XE.XTA +
1,49 XBK.XE.XTA R?=0,90 (Eq.10)

Ce modele permet ainsi de préparer des SLNs de différentes tailles en modifiant
simplement la composition du mélange. Il est important d'ajouter ici que ces modeles ne
sont valables uniquement dans le domaine de composition testé pour des particules

obtenues par le méme protocole.
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Tableau 15: Coefficients du modele généré par le logiciel NEMROD.

Coefficients du modele Taille Pdl
BBk -4090 2,65
Be -46 0,35
Bra 7263 10,85
BBk.E 9824 -2,22
BBK.TA 22834 -22.,69
BraE -8078 -13,41
BBK.TAE -65365 1,49
R? 0,86 0,90

Des expériences complémentaires ont été réalisées afin de tester la validité du
modele. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 16. Ces essais
supplémentaires ont été restreints a des compositions conduisant a des valeurs d'indice de
polydispersité inférieures ou proches de 0,2 afin de former des dispersions présentant une
polydispersité limitée. Les tailles ont été variées de 50 a 200 nm. Afin de valider le modéele,

différentes compositions conduisant d'apres les équations a des tailles identiques (situées

sur les courbes d'isoréponses), ont été testées.
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Tableau 16: Composition, tailles et Pdl prédits et mesurés des expériences

complémentaires.

Composition des SLNs

Taille Taille

Beurre Erreur sur  pgy PdI Erreur sur
N°.exp  4e  Tensioactifs Eau prédite  mesurée la taille prédit mesuré le PdI
karité (%) %) ~ (m  (m) %) (%)
(%)
24 4,2 7,6 88,2 50 44 +2 13,6 0,18 0,20+0,01 16,7
25 4,7 1,0 94,3 180 180+ 6 0,0 0,22 0,15+0,02 31,8
26 4,7 4,8 90,5 100 91+2 9,9 0,19 0,20+0,01 53
27 7,6 6,4 86,0 100 113+£3 11,5 0,18 0,22+0,01 22,2
28 7,6 9,3 83,1 100 86+ 1 16,3 0,18 0,22+0,02 22,2
29 7,6 4,3 88,1 200 136 £4 47,1 0,22 0,18 +0,01 18,2
30 13,7 24,1 62,2 200 2305 13 0,18 0,19+0,01 5,6

Les tailles des SLNs mesurées par diffusion dynamique de la lumiére sont proches
des estimations issues du mod¢le, confirmant ainsi sa validité. Une erreur inférieure a 20
% entre taille réelle et prédite a été relevée a part pour une formulation. Les écarts

apparaissent plus importants pour le PdI mais les valeurs restent proches de 0,2.

II1.1.3. Incorporation de la curcumine dans la formulation : influence de la
taille des SLNs sur I'efficacité d'encapsulation (EE).

Des formulations identiques a celles correspondantes aux expériences
complémentaires au plan de mélanges ont été réalisées en ajoutant au beurre de karité fondu

une quantité de curcumine a hauteur de sa solubilité déterminée précédemment (0,33 mg
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de curcumine par g de beurre de karité). La quantité de curcumine ne dépend ainsi que de

la quantité de karité utilisée pour préparer les SLNs. Il est ainsi possible de comparer les

différentes formulations méme si les fractions de beurre de karité sont différentes. Les

propriétés de taille des particules obtenues ainsi que 1'efficacité d'encapsulation [(quantité

de curcumine incorporée dans les SLNs/quantité correspondant a la solubilité) *100 ; voir

chapitre 2, partie 2.4) sont présentées dans le Tableau 17.

Tableau 17: Composition, quantit¢ de curcumine ajoutée, tailles et Pdl des SLNs et

efficacité d'encapsulation.

Composition des SLNs

Masse de Efficact
icacité
] Beurre curcumine  Taille ' '

N°.exp de  Tensioactifs Fau ajoutée (am) PdI dencaposulatlon
karite (%) ) (mg) (%)
(%)

24bis 4,2 7,6 88,2 0,5 461 0,20+0,01 89,0+ 5,0
25bis 4,7 1,0 94,3 0,6 1704 0,14+0,03 30,6 £4,3
26 bis 4,7 4,8 90,5 0,6 104+3 0,20+ 0,01 72,8 +6,8
27bis 7,6 0,4 86,0 1,0 116 £3 0,21 £0,02 61,0+5,1
28 bis 7,6 9,3 83,1 1,0 91+2 0,23+£0,01 68,0+ 1,4
29bis 7,6 4,3 88,1 1,0 141+£2 0,19+0,01 56,2+0,3

30bis 13,7 24,1 62,2 1,8 223+5 0,18+0,02 27+4

L'ajout de curcumine a la formulation ne modifie pas les propriétés de taille (taille

et Pdl) des SLNs qui restent proches des valeurs relevées en absence du polyphénol. Par

ailleurs, 1'efficacité d'encapsulation varie de 89 a 27 % dans le domaine de taille testée de

46 a 223 nm. Il apparait ainsi que l'efficacité d'encapsulation soit inversement
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proportionnelle au diameétre des SLNs. Cette relation est de plus linéaire dans le domaine
de taille testée (Figure 45.A). L'efficacité d'encapsulation peut ainsi étre reliée a la taille

selon 1'équation suivante :
EE (%) = -0,374*diamétre des SLNs + 106 R?=0,93 (Eq.11)

Cette relation ne sert ici qu'a confirmer la tendance observée et n'est valable que
dans le domaine des tailles testées. Il est néanmoins possible grice a cette équation ainsi
qu'a l'équation 9 (taille en fonction de la composition du systéme) issue du plan de

mélanges, de relier directement I'efficacité d'encapsulation a la composition de la

formulation.
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Figure 45: Représentation de I'efficacité¢ d'encapsulation en fonction (A) de la taille des

SLNs et (B) de la surface spécifique calculée.

Parmi ces formulations, les comparaisons entre les expériences 25 bis et 26 bis
d'une part, et 27 bis, 28 bis et 29 bis d'autre part sont intéressantes. Les proportions en
beurre de karité respectives sont en effet identiques. Les quantités de curcumine ajoutées

sont donc les mémes et seules les tailles des particules sont différentes (due aux différences
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en terme de quantité d'eau et de tensioactifs). Il est ainsi possible de constater, étant donné
les efficacités d'encapsulation différentes, que la quantité de curcumine restante dans les
SLNs apres émulsification et cristallisation, ne dépend que de la taille des particules. Ainsi,
les expériences 25 bis et 26 bis utilisant 4,7 % en poids de karité (0,6 mg de curcumine
ajoutée) et conduisant a des tailles de 170 et 104 nm présentent des efficacités

d'encapsulation respectivement de 31 et 73%.

D'apres les résultats obtenus, il semble que le systeéme étudié se comporte selon le
modele de SLNs a couronne enrichie en molécule encapsulée (voir chapitre 1, partie 1.6).
Une diminution de la taille correspond en effet a une augmentation de la surface de la
couronne des SLNs. Une analogie peut étre effectuée avec la surface spécifique des
particules. En admettant que les SLNs soient des particules sphériques, il est possible de

facilement calculer la surface spécifique du systéme :
Sspe = surface d'une particule x nombre de particules dans 1 g

1 _ d\?2 1 6
p*Vpart o 477: (E) * p*gn(g)3 - p*d (Eq 12)

Sope(m?.g™) = 4 (2) +

Avec p = masse volumique du lipide en g.m™ (karité 940 g.m™) et d = diamétre des

particules en m.

L'efficacité d'encapsulation augmente ainsi avec la surface spécifique des particules

comme présenté sur la Figure 45.B.

Des interactions entre les groupements polaires de la curcumine et les parties
hydrophiles des tensioactifs peuvent favoriser la présence du polyphénol dans une
couronne a la périphérie des SLNSs et peut ainsi expliquer les évolutions constatées. Ce type
d'interaction a été mis en évidence dans une étude portant sur l'influence de la curcumine
sur les propriétés de membranes lipidiques [292]. Des interactions entre les groupements
hydroxyles de la curcumine et les parties polaires des phospholipides ont été constatées.
La curcumine ne serait ainsi pas incorporée dans la matrice lipidique mais placée a la
périphérie en interaction avec les molécules tensioactives. Afin de confirmer cette

hypothese, des expériences de caractérisation du beurre de karité sans et avec curcumine
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ont ¢été réalisées afin de déterminer si la présence de curcumine modifie les propriétés
thermiques et structurales de la matiére grasse dans les SLNs. Des études comparatives

entre des systémes sans et avec curcumine ont été réalisées par DSC et DRX.

II1.1.4. Influence de la curcumine sur le profil thermique du beurre de karité
a 1'état non dispersé et sous forme de SLNs.

Les thermogrammes du beurre de karité a I'état non dispersé et sous forme de SLNs

avec et sans curcumine sont présentés dans la Figure 46.

Température (°C)
10 15 20 25 30 35 40 45 50
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-0.4-

Heat Flow (mW.mg™")
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Figure 46: Thermogrammes du beurre de karité a I'état non dispersé (en haut) et sous forme

de SLNs (en bas) sans (ligne continue noire) et avec curcumine (ligne pointillée rouge).
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A 1'état non dispersé, les thermogrammes des deux échantillons présentent un pic
de fusion avec un maximum a 37°C. Sous forme de SLNSs, ce pic de fusion est déplacé vers
des températures plus faibles avec un maximum a 33°C. Cette diminution de la température
de fusion du lipide a 1'état colloidal a déja été¢ mise en évidence dans la littérature [293,

294].

Le résultat principal issu de ces profils thermiques est néanmoins le fait que
l'incorporation de la curcumine ne modifie pas les propriétés de fusion du beurre de karité,

les thermogrammes obtenus sans et avec curcumine présentant des profils proches.

I11.1.5. Influence de la curcumine sur la structure cristalline du beurre de
karité a 1'état non dispersé et sous forme de SLNS.

L'influence de l'incorporation du polyphénol dans la matrice lipidique a été étudi¢e
par diffraction des rayons X aux petits angles (SAXS ; détermination de l'empilement
longitudinal ou organisation des bicouches) et aux grands angles (WAXS ; empilement

latéral ou phase cristalline) dans un premier temps a l'état non-dispersé (Figure 47).
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Figure 47: Diffractogrammes enregistrés aux petits angles du beurre de karité sans (ligne

noire) et avec curcumine (ligne rouge) a I'état non dispersé.

La gamme d'angle de diffraction 26 du spectre présenté en Figure 47.A (1° <20 <
12°) permet de caractériser I'empilement longitudinal du beurre de karit¢ comme un
mélange de structure 2L et 3L (ligne noire sur la Figure 47.A). Le 1°" pic aux bas angles
relatif & une distance de répétition de 63,8 A correspond au premier ordre de la structure
3L (indexé 3Loo1). Les pics suivants a respectivement 32, 21, 16, 12.8, 10.7 et 8 A
correspondent aux réflexions d'ordre 2 (3Loo2) (64/2 =32), 3 (3L003) (64/3 =21,3), 4 (3Lo04)
(64/4 = 16), 5 (3Loos) (64/5 = 12,8), 6 (3Loos) (64/6 = 10,7) et 8 (3Loos) (64/8 = 8). Le pic
correspondant a une distance de répétition de 45 A est relatif a I'arrangement de type 2L
(indexé 2Loo1), pic suivi des réflexions d'ordre 2 2 21 A (2Loo2 ; 45/2 = 22,5 ; pic confondu
avec la réflexion 3Loo3) et d'ordre 3 a 15 A (2Loo3 ; 45/3 = 15). La présence de 2 types

d'arrangements coexistant a déja été mis en évidence pour la matic¢re grasse du lait [295].
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Le beurre de karité, avec seulement 2 acides gras majoritaire (stéarique et oléique),
contrairement a la variété en acides gras de la matiere grasse laitiere, présente donc deux
types d'empilement longitudinaux, ce qui peut étre di a la présence d'acides gras saturé
(formant majoritairement des structures 2L) et insaturé (structure 3L). La configuration 3L
semble majoritaire a la vue de l'intensité des pics et du nombre de réflexions supérieures.
La présence de la curcumine ne modifie pas I'enchainement des pics et donc ne modifie
pas la structure des bicouches lipidiques. Néanmoins, bien que le mélange de structure 2L
et 3L soit conservé, les diffractogrammes complémentaires enregistrés entre des angles de
1 et 3° (Figure 47.B) mettent en évidence l'influence de la curcumine sur la position et les
intensités des pics. Un déplacement vers de plus petits angles des pics d'ordre 1 des
structures 3L et 2L apparait. Ainsi, les pics indexés 3Loo1 et 2Loo1 passent respectivement
d'une distance de répétition de 63,8 A et 44,5 A en absence de curcumine a 66,1 A et 45,3
A lorsque la curcumine est présente dans la matrice lipidique. Ce déplacement traduit ainsi
une augmentation de 1l'espace entre les bicouches lipidiques. Cette observation peut étre
reliée a l'incorporation du polyphénol au sein de la matrice lipidique, augmentant ainsi la
distance de répétition de la structure. L'augmentation de 2,3 A de la structure 3L ne
correspond pas  la taille de la curcumine (approximativement de 16 sur 4-5 A) [292] mais
il est important de noter que les distances de répétition déterminées par DRX correspondent
a des moyennes sur toute la matrice lipidique. La quantité de curcumine étant limitée, il
semble normal que l'augmentation de cette distance ne corresponde pas exactement a la
taille de la molécule. De méme, la position de la curcumine au sein de I'empilement des
bicouches ne peut étre clairement définie. La présence du polyphénol semble également
modifier les intensités relatives entre les pics (notamment entre les réflexions 3Loo1 et
2Lo01) détectés sur le diffractogramme de la Figure 47.B. Cela peut étre reli¢ a une
différence de contraste (modification des densités électroniques des milieux diffractant)

induite par la présence de la curcumine.

La structure cristalline (empilement latéral des chaines alkyles) a également été
¢tudiée aux grands angles (15° < 26 < 30°) (Figure 48). Neufs pics de diffractions sont

détectés (Tableau 16) dans cette gamme d'angle dont huit correspondent a une phase . Le
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pic détecté a 24,61° n'a pas été identifié¢ et ne correspond au signal connu d'aucun

polymorphe.

Avec curcumine

Intensité (u.a.)

Sans curcumine

16 18 20 22 24 26
200
Figure 48: Diffractogrammes enregistrés aux grands angles du beurre de karité sans (ligne

noire) et avec curcumine (ligne rouge) a 1'état non dispersé.

Le beurre de karité ayant eu plus de temps pour cristalliser dans cette expérience
que lors de I'étude de sa cristallisation présentée au début de ce chapitre (partie 1), le
nombre de pic détectés est plus élevé et la résolution de la phase 3 est supérieure due a une
meilleure cristallisation du lipide. Ce nombre de pic élevé permet de constater que la
structure du beurre de karité est analogue a celle du beurre de cacao sous sa forme V
(Tableau 18) [282]. Tout comme cela a été observé lors de la cinétique de cristallisation,
la présence de la curcumine au sein de la matrice lipidique induit une moins bonne
cristallisation du beurre de karité mise en évidence par des pics moins intenses et plus

larges.
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Tableau 18: Raies de diffractions aux grands angles relevées pour le beurre de karité
(Figure 22.B) et distances de répétition correspondantes comparées a celles relevées pour

le beurre de cacao (polymorphe f - forme V) [282].

Angle de Beurre de karité Beurre de cacao

diffraction Courtes distance Courtes distances Intensité

20 (°) (A) (A)
16,33 5,41 5,40 m
17,29 5,11 5,15 w
19,25 4,59 4,58 \&
- - 4,23 VVW
22,10 4,00 3,98 s
22,71 3,89 3,87 w
23,43 3,77 3,75 ]
24,00 3,68 3,67 S
24,61 3,59 - -
26,28 3,39 3,39 VW

vvw : very very weak (tres tres faible); vw: very weak (trés faible); w: weak (faible); m:

medium (moyen); s: strong (fort); vs: very strong (tres fort).

Des expériences de diffraction des rayons X ont également été réalisées sur les
SLNs. La comparaison des diffractogrammes aux petits et grands angles du beurre de karité
seul non dispersé sans curcumine et sous forme de SLNs sans et avec curcumine est
présentée sur la Figure 49. Aux petits angles (Figure 49.A), seules les réflexions
correspondantes a l'empilement longitudinal de type 3L sont détectées a 1'état nano-
dispersé. L'intensité des pics est cependant moins importante qu'a 1'état non dispersé. Ceci
peut étre da a la quantité plus faible de lipide dans 1'échantillon ou & une moins bonne
qualité des cristaux [296]. Aucun pic correspondant a une structure 2L n'est présent.
Aucune différence en terme de position des pics ou en terme d'intensité n'apparait entre les

diffractogrammes des SLNs sans et avec curcumine.
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Figure 49: Diffractogrammes enregistrés aux petits (A) et grands (B) angles du beurre de

karité non dispersé sans curcumine (ligne noire) et a 1'état SLNs sans (ligne verte) et avec

Aux grands angles (Figure 49.B), la signature de la structure cristalline est tres
différente de celle obtenue a 1'état non dispersé€. Le pic le plus intense de la phase B a
4,59 A n'est pas présent sur les diffractogrammes et seulement les trois pics a 3,97, 3,87 et
3,69 A observés précédemment sont détectés. 11 semble donc qu'une phase [ soit présente
mais les intensités relatives des pics ne correspondent pas aux spectres de 1'état non dispersé
ni aux données de la littérature. Ces intensités relatives particulieres peuvent étre dues a
l'influence du facteur de forme des nanoparticules. Dans le cas d'une dispersion de lipide
solide, le signal obtenu par diffraction des rayons X est le produit du facteur de forme des
nanoparticules et du facteur de structure conduisant a l'obtention des pics de Bragg. Il est

ainsi possible que le facteur de forme des SLNs présente un minimum dans le domaine
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d'angle correspondant aux pics de diffraction de la phase B entrainant ainsi une disparition

du pic intense a 4,59 A et des intensités relatives particuliéres a plus grands angles.

Cependant, l'information principale de 1'étude de diffraction des rayons X sur les
SLNs est que les 2 diffractogrammes obtenus sans et avec curcumine sont identiques en
terme de position des pics et d'intensités relatives des raies de diffraction. Il semble ainsi
que la curcumine n'influence pas la structure du réseau lipidique a 1'état nano-dispersé et
que le polyphénol n'est pas inclus dans la matrice lipidique a la différence de I'état non
dispersé. La structure lipidique des SLNs n’étant pas modifiée, cela concorde ainsi avec la
conclusion issue de 1'étude des taux d'encapsulation portant sur la localisation de la

curcumine a la périphérie des nanoparticules et non dans le cceur lipidique.

[I1.1.6. Conclusion

Les ¢tudes par diffraction des rayons X de la cinétique de cristallisation du beurre
de karité seul et en présence de curcumine ont permis de mettre en évidence un retard a la
cristallisation induite par la présence du polyphénol dans la matrice lipidique. Néanmoins,
les mémes phases cristallines sont formées. La structure cristalline du beurre de karité
déterminée par diffractions des rayons X aux grands angles n'est ainsi pas modifiée par la
curcumine. L'utilisation de la méthodologie des plans de mélanges a permis de maitriser
l'influence de la composition du systéme ternaire sur les propriétés de tailles des SLNs
formées par le systéme beurre de karité/tensioactifs non ioniques/eau. Il a été ainsi possible
d'obtenir des particules de tailles contrdlées en modifiant seulement la composition du
mélange. Cela nous a permis d'étudier 'influence de la taille des particules sur I'efficacité
d'encapsulation de la curcumine par les SLNs. Il apparait que l'efficacité d'encapsulation
diminue lorsque la taille des SLNs augmente. Ceci peut s'expliquer par une localisation de
la curcumine a la périphérie des particules. Les analyses thermiques n'ont relevé aucune
différence induite par la présence de la curcumine (pas d'influence sur le point de fusion
du lipide) contrairement aux expériences de diffraction des rayons X (modification
structurale). A I'état non dispersé, la curcumine modifie la structure des bicouches

lipidiques alors qu'elle n'impacte aucunement l'arrangement du beurre de karité a 1'état
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nano-dispersé. Cela confirme le fait que la curcumine se présente a la périphérie des

particules plutdt qu'au cceur de celles-ci.
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I11.2 Préparation et caractérisation du systéeme NIMs SLNs-chitosane

Ce chapitre est ax¢ sur la préparation du systéme "nanoparticules dans microparticule"
a base de SLNs de beurre de karité encapsulant la curcumine incluse dans une matrice de
chitosane de taille micrométrique. Afin d'effectuer 1'assemblage par des interactions de type
¢lectrostatique, il est nécessaire dans un premier temps de développer une nouvelle
formulation de nanoparticules afin de préparer des SLNs présentant une charge de surface
négative. Ces particules pourront ensuite interagir avec les charges positives du chitosane
en milieu acide pour former l'assemblage. Les SLNs développées dans le premier chapitre
sont stabilisées par un mélange de tensioactifs non-ioniques. Elles présentent donc une
charge de surface nulle. Cette étude nous a permis de valider le potentiel de ces particules
pour la vectorisation de la curcumine mais les SLNs produites ne permettent de former un
assemblage avec le biopolymeére. Dans ce chapitre, une premicre partie est focalisée sur
l'utilisation de phospholipides pour stabiliser les SLNs, ce qui devrait permettre d'obtenir
des particules présentant une charge de surface négative. La deuxiéme partie porte sur la
préparation et la caractérisation des assemblages SLNs-chitosane en présence de
curcumine. Deux méthodes de préparation sont présentées pour conduire a la formation du

systeme "nanoparticules dans microparticule" SLNs-chitosane.

[I1.2.1. Préparation et caractérisation des SLNs stabilisées par un
phospholipide

La préparation de particules présentant une charge de surface négative en plus de
permettre I’assemblage avec le chitosane, devrait conduire a 1’obtention de dispersions
stables dans le temps. Afin de formuler ce systeéme, le choix s’est porté sur des

phospholipides de soja pour remplacer en partie le mélange Tween 80 et Span 80.

Par ailleurs, les SLNs neutres sont moins réactives de point de vue biologique que les
SLNs chargées, car la membrane biologique de 1’organisme humain contient des composés
chargés négativement, notamment les phospholipides. La muqueuse intestinale est

¢galement chargée car elle est composée majoritairement de mucine [212].
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Ce systéeme permettra de réaliser I’assemblage avec le chitosane par gélification
ionique, grace aux interactions €lectrostatiques qui devraient se formées entre le chitosane
chargé positivement et les SLNs chargées négativement. La vitesse de libération des SLNs

des microparticules de chitosane devrait également étre réduite par ces interactions.

111.2.1.1. Préparation des SLNs sans curcumine
Les SLNs ont été préparées a partir d’un protocole proche de celui utilisé pour
préparer les SLNs présentées dans le chapitre 3, partie 1.2. La seule différence porte sur la

température utilisée pour préparer les SLNs (52°C) (voir chapitre 2, partie 2.2.1).

Les SLNs ont été caractérisées par DLS pour déterminer la taille, I’indice de
polydispersité¢ (PdI) et la charge des particules (potentiel zéta). Le Pdl peut étre un
parametre a prendre en compte pour juger de la stabilité d’une dispersion. Une valeur de
PdI supérieure a 0,2, est souvent prise comme limite au-dela de laquelle un systéme est
défini comme polydisperse [297]. L’idéal est de former un systéme présentant un PdI
inférieure a 0,2, pour éviter le phénomene de mirissement d’Ostwald qui existe entre des
particules de diamétres différents (voir chapitre 1, partie 1.7.2). Ce phénoméne entraine
une augmentation de la taille moyenne des particules en dispersion [160]. Le potentiel zéta
est la mesure de la charge globale d’un colloide et peut étre également relié a la stabilité
du systeme (Figure 50). Le potentiel zéta posseéde une valeur critique (£ 30 mV) qui est
généralement considérée comme une ligne de démarcation entre les émulsions stables et
instables [152, 298, 299], tandis que des valeurs supérieures a = 60 mV indiquent que le
systéme subit une répulsion électrostatique optimale. Les valeurs entre 5 et 15 mV
signalent que le systéme subit une floculation limitée tandis que des valeurs entre 3 et 5
mV indique que le systeme est instable et flocule rapidement [160]. Les tensioactifs
stériques permettent de stabiliser les particules méme si elles possédent une faible charge

de surface [300].

129



Reésultats et discussion

Potentiel zéta >>0 Potentiel zéta << 0
@® @® @ e
® @ @ @ Sam "~ Can 7,
@ D e @ /@(-D Q O ¢ éB
D ® D O 6 O
@ ©
Stabilisation électrostatique Stabilisation électrostatique
Potentiel zéta~ 0 Potentiel zéta~ 0

® ) V\C‘/—f‘ \\5‘
@ D=me=a D AN -

o
Dy ® O r"d/(n S‘fﬁ

Coalescence Stabilisation stérique

Figure 50: Influence du potentiel zéta sur la répulsion / coalescence des particules [21].

Le but de cette étude est de préparer des SLNSs stables, chargées négativement pour
I’encapsulation de la curcumine et ensuite pour effectuer 1’assemblage avec le chitosane.
Pour cela, nous avons choisi des phospholipides saturés de soja comme stabilisant des
SLNs. Cependant, il est difficile de stabiliser des nanoémulsions / nanoparticules en
utilisant seulement des phospholipides. Ceci est a mettre en relation avec la structure
géométrique des phospholipides et de leur position a I’interface. La phosphatidylcholine
présente une structure géométrique d’un cone tronqué due a sa partie hydrophile importante
et a ses chaines lipidiques [301]. Cette géométrie est en effet plus favorable pour la
formation des bicouches telles que dans des liposomes. La courbure d’une nanoémulsion
¢tant plus importante, les molécules se placant a I’interface, doivent présentée une
géométrie plus proche du cone. L’hydrogénation des chaines d’acide gras de la
phosphatidylcholine permet d’avoir une structure plus cylindrique, car les chaines des
acides gras saturés sont plus droites [153]. En outre, les phospholipides ont tendance a
former des bicouches telles que dans les vésicules, réduisant leur mobilité, et les rendant
lents pour couvrir les surfaces nouvellement crées pendant le stockage surtout lors de la
transition polymorphique du lipide [153, 301]. Par conséquent, I’ajout d’un co-tensioactif

est nécessaire pour augmenter la courbure de la monocouche interfaciale, permettant ainsi
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de stabiliser les nanoparticules formées. Le Tween 80 a été choisi comme un co-tensioactif
a cause de sa non toxicité, et de son prix abordable comparativement avec d’autres co-

tensioactifs tels que les sels biliaires.

Les résultats de la caractérisation des SLNs préparées avec différents ratios lipide /
tensioactifs sont regroupés dans le Tableau 19. Trois formulations (envisagées a la vue des
résultats obtenus avec le systtme Tween 80 / Span 80) ont été testées, 1’objectif étant de
trouver la composition donnant les meilleurs résultats du point de vue distribution de taille,
PdI et potentiel zéta (distribution étroite et charge de surface élevée). La quantité¢ de
tensioactif totale ainsi que le ratio massique entre le phospholipide (PL) et le Tween 80 ont

été variés.

Tableau 19: Compositions et caractérisation des formulations par DLS. Tous les
pourcentages sont exprimés en masse (m/m). K : Karité, PL : phospholipides de Soja (PL

80H), T80 : Tween 80, ZP : Zeta Potential (Potentiel Zéta).

Préparations %K  %TA  PL/T80 Diameétre (nm) PdI ZP (mV)
SLN 001 10 5 3:1 141 +3 0,24 £ 0,01 -442 +04
SLN 002 10 3 3:1 152+3 0,16 £0,01 -43,1+0,8
SLN 003 10 3 4:1 150+3 0,19+ 0,01 -43,8+0,5

En comparant les deux préparations SLN 001 et 002 on remarque que la diminution
de la quantité tensioactifs a conduit a une légére augmentation de la taille des particules de
141 nm vers 152 nm (moins de tensioactif) alors que le PdI diminue de 0,24 a 0,16. Les
particules de la préparation 2 sont donc plus stables, avec une valeur de PdI inférieure a
0,2. Le potentiel zéta des deux préparations est proche et inférieur a -30 mV indiquant une
répulsion électrostatique suffisante entre les particules. On remarque que 1’augmentation
du ratio PL/T80 n’a pas d’influence sur la taille et la charge des nanoparticules mais conduit
seulement a une légére augmentation du PdI. Ces résultats sont en accord avec les résultats
de Helgason et al. utilisant la triplamitine en tant que lipide solide et un mélange de
phospholipon 80 H et de taurodéoxycholate (sel biliaire) en tant que stabilisant [45]. Le

méme ratio lipide / tensioactifs (10 : 3, m/m) a été utilisé ici et la taille des particules
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obtenues est similaire (150 nm). La seule différence est I’utilisation du tween 80 comme
un stabilisateur stérique au lieu du taurodéoxycholate. Les sels biliaires sont des co-
tensioactifs efficaces dans les SLNs stabilisées par des phospholipides. Ils peuvent
perturber les vésicules phospholipidiques et adsorber rapidement aux régions interfaciales
non couvertes pendant la transition polymorphique du lipide pendant le stockage [153] .
Le tween 80 est un tensioactif non ionique utilis¢ comme un stabilisateur stérique en
s’adsorbant a I’interface des particules formées et formant une barriére physique qui

augmente la distance entre les particules.

Nous avons choisi la préparation SLN 002 comme formulation pour 1’encapsulation

de la curcumine, puisqu’elle correspond au PdI le plus faible des trois.

111.2.1.2. Encapsulation de la curcumine dans les SLNs

L’encapsulation de la curcumine dans les SLNs a été faite en ajoutant une certaine
quantit¢ de curcumine au beurre de karité fondu a 52°C. Cependant, la solubilité du
principe actif diminue pendant la recristallisation du lipide, pour cela il faut mettre le
maximum possible de principe actif pour avoir une efficacité d’encapsulation importante
[142]. La solubilit¢ maximale de la curcumine, a ét¢ déterminée en ajoutant un excés de
curcumine au beurre de karité en laissant sous agitation pendant 72h a 52°C. Aprés
centrifugation et dosage de la curcumine dissoute dans le méthanol, nous avons obtenu une
solubilité égale a 0,60 + 0,04 mg / g de lipides. Ainsi, pour chaque gramme de lipide, 0,6
mg de curcumine est solubilisée dans la matrice lipidique. En comparant la solubilité de la
curcumine a 40°C (0,33 mg / g) et 52°C, on remarque que la solubilité a presque doublé.
L’augmentation de la température qui diminue la viscosité du lipide et augmente la
flexibilité des chaines lipidiques, favorisant ainsi I’interaction de la curcumine avec les
tétes polaires des triglycérides et donc a une augmentation de la quantité de curcumine

solubilisée dans la matrice lipidique.

Des SLNs ont été préparées dans des conditions identiques a celles présentées
précédemment en ajoutant la curcumine dans le beurre de Karité a la solubilité maximale.

On remarque que, I’ajout de la curcumine n’a pas d’effet sur la distribution de taille des
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particules (Figure 51). Les résultats de la caractérisation par DLS des SLNs en présence de

curcumine sont reportés dans le Tableau 20. En paralléle de la distribution de taille, le

potentiel zéta n’est pas non plus modifié. Par ailleurs, le dosage de la curcumine encapsulée

(voir section matériels et méthodes) met en évidence que plus de 99% de curcumine a été

encapsulée dans les SLNs.
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Figure 51: Distribution de la taille des SLNs et SLNs encapsulant la curcumine.

Tableau 20: Caractérisation des SLNs encapsulant la curcumine : taille des particules, PdlI,

potentiel zéta et efficacité d’encapsulation. La taille des particules est présentée en

moyenne =+ écart-type de 3 répétitions indépendantes. Les moyennes suivies par la méme

lettre (a) ne sont pas significativement différentes au p < 0.05

Préparations Curcumine %K %TA PL/T80  Diamétre Pdl ZP (mV) %EE
(mg) (nm)
SLN 002 - 10 3 3:1 152%+3 0,16+ -43,1% + -
0,01 0,8
SLN 004 2.4 10 3 3:1 150*+ 2 0,15+ -433*+1  992+1
0,01
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La curcumine est hydrophobe (Log P (coefficient de partage octanol / eau) = 3,29) et
faiblement soluble dans I’eau (0,6 pg / mL) [302-304]. Durant I’homogénéisation et
sonication a haute température le partage de la curcumine dans la phase lipidique est
favorisé. Plusieurs études de la littérature ont montré qu’au moins 90% de la curcumine
peut étre encapsulée dans les SLNs [241, 305, 306]. Néanmoins, il important de signaler
que les molécules de tensioactifs ne sont pas exclusivement localisées a I’interface des
SL.Ns, mais peuvent exister également dans la phase aqueuse sous différentes formes. Le
Tween 80 forme des micelles en phase aqueuse (qui ont dues étre retirées du milieu continu
par filtration-centrifugation), et les phospholipides peuvent former des liposomes. Les
micelles et les liposomes sont connus comme des agents de solubilisation de principes
actifs pouvant ainsi capter la curcumine expulsée des SLNs. D’aprés les résultats de
diffusion dynamique de la lumiére, les micelles de Tween 80 (< 10 nm) ne sont pas
présentes dans la formulation utilisée (absence de pics vers 10 nm sur les distributions en
nombre), tandis qu’il n’est pas possible de déterminer la présence de liposomes car ils
présentent une taille similaire a celle des SLNs. Des études par RMN et ESR permettront

de connaitre la localisation de la curcumine [2].

Pour étudier la localisation de la curcumine au sein des SLNs et déterminer son effet
sur la cristallisation du lipide, des études de DSC et DRX ont été réalisées et seront

discutées dans la partie sur I’assemblage SLNs-chitosane.

II1.2.2. Etude de stabilit¢ des SLNs encapsulant la curcumine

La stabilité¢ des SLNs encapsulant la curcumine a été étudiée a I’état dispersé dans
I’eau et a I’état lyophilisé en ajoutant du tréhalose en tant que cryoprotecteur. La stabilité
a été évaluée en mesurant la taille des particules, I’indice de polydispersité (PdI) ainsi que
le potentiel z&éta. La variation de ces parametres au cours du temps donne des informations
sur la stabilité des particules. Par exemple, si le potentiel z&ta diminue en-dessous d’une
valeur limite (£ 25 mV), cela correspond a un début de floculation des particules qui

s’agglomérent pour former des objets plus gros. La dispersion de SLNs a été stockée a 4°C,
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tandis que les SLNs lyophilisées ont été stockées dans un dessiccateur a température

ambiante. Les résultats de la stabilité des SLNs sont présentés dans la Figure 52.
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Figure 52: Variation de la taille, du PdI et du potentiel zéta des SLNs encapsulant la

curcumine en fonction du temps. Disp : Dispersion de SLNs. Lyo : SLNs lyophilisées. ZP :

Zeta potential (potentiel zéta).

On remarque que la taille des SLNs lyophilisées est 1.3 fois plus élevée que celle

des SLNs dispersées. Cet effet de la lyophilisation est reporté dans la littérature. Siekmann

et Westesen ont étudié 1’effet de la lyophilisation sur la taille des SLNs. Glucose, maltose,

sucrose et tréhalose ont été utilisés en tant que cryoprotecteurs [307]. Les SLNs

lyophilisées en absence d’un cryoprotecteur tendent a s’agréger apres lyophilisation. Pour

cela, I’ajout d’un cryoprotecteur est crucial pour éviter I’agrégation des nanoparticules. La

taille moyenne des SLNs lyophilisées est 1,5-2,4 fois plus ¢élevée que celle de la dispersion
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initiale. La taille des SLNs lyophilisées a augmenté 4-6,5 fois lors d’un stockage d’un an
tandis que la taille des SLNs dispersées a seulement 1égérement augmentée (de 56 a 65
nm). L’instabilité des SLNs lyophilisées peut étre expliquée par le contact des particules
due a I’absence de 1’eau. L’observation par TEM des particules permis de mettre en
¢vidence une structure anisométrique et plaquettaire. La lyophilisation modifie ainsi les
propriétés de la couche de tensioactifs en relation avec 1’élimination de I’eau et
I’augmentation de la concentration en particules favorisant 1’agrégation des SLNs. Dans
notre cas, les SLNs dispersées et lyophilisées présentent une bonne stabilité pendant six
mois de stockage. La taille des particules a légérement augmenté de 214 nm a 218 nm pour
les particules lyophilisées et de 150 a 154 nm pour les particules dispersées. Par ailleurs,
le PdI reste stable pour les deux formulations (0,15 (SLNs dispersées), et 0,2 (SLNs
lyophilisées). En outre, les particules demeurent chargées négativement. Les SLNs
présentent une charge assez suffisante (-43 mV) inférieure a -30 mV permettant une bonne
répulsion électrostatique et donc permettant d’éviter la floculation. Helgason ef al., ont
préparé des SLNs encapsulant le B-caroténe en utilisant la tripalmitine comme lipide solide
et le phospholipon 80H et le taurodéoxycholate comme tensioactif principal et co-
tensioactif [45]. Ils ont obtenu des particules stables pendant 21 jours seulement. Il est
possible que ’ajout du Tween 80, qui est un stabilisateur stérique permette d’obtenir une
stabilité plus élevée que le taurodéoxycholate. Les stabilisateurs stériques sont connus pour
leur stabilisation des particules en créant une barriere physique empéchant ainsi

I’agrégation des particules [300].

[I1.2.3. Assemblages chitosane-SLNs-curcumine sous forme de
microparticules

Les SLNs chargées en curcumine nécessitent d’étre protéger de I’action des lipases
gastriques et intestinales par une encapsulation dans des microparticules de chitosane. Pour
cela, le choix s’est porté sur une gélification ionique par un agent de réticulation non
toxique le tripolyphosphate (TPP). La composition du systéme ainsi que le protocole de

préparation de I’assemblage micrométrique sont détaillés dans le chapitre 2, partie 2.7.1.
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111.2.3.1. Caractérisation par diffusion statique de la lumiere

La réticulation du chitosane par le TPP dans le but d'obtenir des microparticules a
tout d'abord ¢été réalisée en absence de SLNs. La distribution de tailles des microparticules
obtenue par granulométrie laser présente une seule population de particules avec un

maximum centré sur 21pum (Figure 53).
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Figure 53: Distribution de la taille des particules de chitosane (CS-MP).

L’influence de I’ajout des SLNs dans le milieu ainsi que 1’effet de la concentration
en nanoparticules sur la taille des microparticules a ensuite été étudié. Les résultats obtenus
sont présentés dans le tableau 19. Le facteur de dilution F correspond a la dilution de la
dispersion de SLNSs initialement préparées (10% en Karité). L’ajout des SLNs ne modifient
pas les propriétés de tailles des microparticules de chitosane qui restent proches de 21 pm
(Figure 54). Par ailleurs, la concentration en SLNs n’a pas d’effet significatif sur la taille
des microparticules de chitosane sauf dans le cas de la dispersion non dilu¢e (F=0) qui
conduit a l'obtention d'agrégats macroscopiques. La présence d’un grand nombre de SLNs
conduit a une diminution du nombre de groupement NHs" libre a cause des interactions
¢lectrostatiques entre les SLNs et le chitosane. En principe, cela devrait géner la formation
et la réticulation des microparticules par le TPP. C’est ainsi le cas de I’essai réalisé avec
les SLNs non diluées (F = 0). La dilution de la dispersion de SLNs permet ensuite
l'assemblage sous forme de microparticule d'une taille de moyenne de 21pum quelle que

soit la concentration en SLNs. La concentration maximale en SLNs (dilution F minimale
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de 1/5) a donc été choisie pour la suite de 1'étude. Par ailleurs, cette composition conduit a
la distribution la moins polydisperse avec une valeur de span la plus faible. La présence de

curcumine dans les SLNs n'influence pas la taille de 1'assemblage (Tableau 21).

Tableau 21: Propriétés de la taille des particules obtenues avec et sans SLNs a des
concentrations différentes en SLNs. La lettre C correspond a des échantillons contenant de
la curcumine dans les SLNs. F : Facteur de dilution des SLNs. Dio: 10° centile de la
distribution. Dso : taille médiane de la taille des particules. Doo: 90° centile de la
distribution. Span : largeur de la distribution de taille des particules. La taille des particules
est présentée en moyenne =+ écart-type de 3 répétitions indépendantes. Les moyennes

suivies par la méme lettre (a) ne sont pas significativement différentes au p < 0.05

Préparations %Karit¢é  Dio(um)  Dso(um)  Doo (um) Span
(m/v)

CS-MP 0 11+09 212 +2 36,8+ 1,5 1,27
CS-SLN-C MP (F=0) 10 - - - -
CS-SLN-C MP (F=5) 2 10,6 £0,8 21,6°+t1,6 34,7+0,7 1,12
CS-SLN-C MP (F=25) 0,4 10+ 1 200+ 2 363 1,3
CS-SLN-C MP (F=50) 0,1 12+0,5 232+ 1 46 £2 1,47

CS-SLN MP (F=5) 2 104+0,5 21°+1,3 352+1 1,17
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Figure 54: Distribution de taille des particules de chitosane (CS MP), avec SLNs (CS-SLN
MP) et SLNs encapsulant la curcumine diluée au 1/5 (CS-SLN-C MP).

Dans cette étude le pH des solutions de TPP et de chitosane est fixé respectivement
a 7 et 4, ces valeurs de pH permettant de ne pas former d’agrégats macroscopiques. Il se
peut néanmoins que des agrégats microscopiques existent ayant une taille proche de celle
des microparticules. Il existe plusieurs agents de réticulation cités dans la littérature utilisés
pour réticuler les microparticules de chitosane tels que le glutaraldéhyde (GA), I’éthyléne
glycol diglycidyl éther (EGDE) et le TPP [308-310]. Les résultats ont montré que GA et
EGDE ne sont pas les agents de réticulation idéaux a cause de leur toxicité physiologique.
Le TPP est quant a lui un agent non toxique. Les groupements multivalents chargés
négativement du TPP réagissent avec les groupements amino (NH3 ") chargés positivement
du chitosane pour former des gels. Mi et al., ont proposé que I’interaction ionique entre le
TPP et le chitosane dépend du pH [310]. Lorsque la solution de TPP est basique, les ions
OH- et P3O10”™ diffusent entre les chaines du chitosane et vont réagir avec les groupements
protonés du polysaccharide. La réaction entre les ions OH™ et NH3" se fait par coacervation-
inversion de phase (déprotonation des groupements NH3"), tandis que la réticulation par le
TPP s’effectue par gélification ionique [233]. Néanmoins, lorsque le pH est acide, les ions
OH™ ne sont pas présents en solution, et seul le TPP réagit avec le chitosane. Cela peut
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entrainer I’apparition d’agrégats lors de la préparation de microparticules a pH basique. Il
est ainsi possible de controler le mécanisme de réticulation des particules de chitosane en

controlant le pH de la solution de TPP (acide ou basique).

L'encapsulation des SLNs au sein de la matrice de chitosane est prouvée par une
centrifugation du systéme aprés assemblage (Figure 55). Aprés centrifugation, un

surnageant transparent est obtenu, le culot étant composé des microparticules.

o

TPP en
exces

Précipité de
I'assemblage
chitosane-SLNs-
curcumine

Figure 55: Photo de la récupération de I'assemblage chitosane-SLNs-curcumine dans le

culot apres centrifugation.

Dans le cas ou des SLNs n'auraient pas interagies avec le chitosane et n'auraient
pas été encapsulées dans la matrice de biopolymére, le surnageant aurait gardé un aspect
turbide caractéristique d'une dispersion de SLNs. L'obtention d'un surnageant transparent

confirme ainsi que toutes les SLNs ont été piégées dans le réseau de chitosane.
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111.2.3.2. Caractérisation thermique et structurale
La calorimétrie différentielle a balayage (Differential Scanning Calorimetry, DSC)
a été utilisée pour étudier ’effet de 1’état colloidal du lipide et 1’ajout de la curcumine sur
le profil thermique du beurre de karité a 1’état bulk et nanodispersé. Cette technique a
permis également de mettre en évidence des possibles modifications du thermogramme des
SLNs apres leur encapsulation dans les microparticules du chitosane. Ainsi, cette technique
peut étre utilisée pour étudier I’effet des tensioactifs sur la cristallisation des SLNs et méme

déterminer le mécanisme de cristallisation des SLNs (nucléation homogene,
hétérogene,...) [95, 115, 311].
La figure 56 présente les thermogrammes du beurre de karité¢ a 1’état bulk et

nanodispersé en présence et en absence de curcumine ainsi que, les profils thermiques des

microparticules de chitosane sans et avec SLNs encapsulées.
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Figure 56: Thermogrammes du beurre de karité a 1’état bulk (a), des SLNs lyophilisées en
absence (b) et en présence de curcumine (c), des microparticules de chitosane encapsulant
des SLNs en absence (d) et en présence de curcumine (e) et des microparticules de
chitosane sans SLNs (f). A) Premier chauffage de 5°C a 60°C avec une vitesse de 2°C /

min. B) Deuxi¢me chauffage de 5°C a 300°C avec une vitesse de 10°C / min.
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Le beurre de karité présente un pic endothermique aux alentours de 37,5°C
correspondant a son point de fusion. Les SLNs lyophilisées en absence et en présence de
curcumine présente un pic endothermique identique, mettant en évidence que le point de
fusion du lipide n’est pas affecté dans ce cas par I’état nanodispersé. Dans notre cas, 1’état
nano du beurre de karité et méme la présence des tensioactifs n’ont pas d’influence sur le
point de fusion du beurre de karité, a la différence des résultats obtenus avec le premier
systéme ou le point de fusion a été décalé de 37°C (état bulk) vers 33°C (état nanodispersé).
Ce décalage a été reporté dans plusieurs publications dans la littérature [53, 96, 312]. Il se
peut que le tréhalose ait une certaine influence sur le point de fusion du lipide car il interagit
avec les tétes polaires des tensioactifs pour garder les nanoparticules dans un état pseudo-
hydraté [169], et I’interaction entre le tensioactif et la matrice lipidique peut prévenir la
recristallisation des SLNs [53]. L’effet des tensioactifs a été expliqué par la tension
superficielle générée a proximité de la surface des particules, ce qui décale le point de
fusion du lipide vers des valeurs plus faibles en comparaison avec le lipide a I’état bulk
[313]. Cependant, Qian et al., ont rapportés des points de fusion similaires pour le beurre
de cacao a I’état bulk et émulsifié. Ils ont avancé que I’effet « supercooling » ou
« surfusion » n’est pas important dans ce cas. Le lipide a 1’état bulk et émulsifié¢ possede le
méme point de fusion. Ce phénomene a déja été mis en évidence avec de 1’huile de palme
hydrogénée [95]. Un lipide surfondu est un lipide refroidi au-dessous de son point de
cristallisation restant a 1’état liquide sans formation des cristaux lipidiques. Cet effet est
plus important dans le cas des lipides émulsifiés. Les gouttelettes lipidiques de petites
tailles contiennent moins d’impuretés pouvant agir comme des initiateurs de la nucléation
lors de la formation des cristaux lipidiques [314, 315]. Ainsi la cristallisation est inhibée et
cela conduit a I'obtention de nanoémulsions au lieu de nanoparticules solides. Pour les deux

systémes, I’important est que la curcumine n’influence pas le point de fusion du lipide.

La curcumine présente un pic endothermique a 175°C qui correspond a son point
de fusion [257]. Ce pic de fusion n’est pas détecté quand la curcumine est encapsulée dans
les SLNs, indiquant que la curcumine encapsulée n’est pas sous forme d’agrégats cristallins
mais dispersée dans la matrice lipidique améliorant ainsi sa biodisponibilité [106, 316,

317]. Des résultats similaires ont été rapportés par d’autres chercheurs [106, 318]. Il est
142



Resultats et discussion

possible que le lipide et les tensioactifs jouent un role dans la prévention de cristallisation

du principe actif durant la préparation des SLNs [106, 316].

Les SLNs lyophilisées présentent un pic endothermique aux alentours de 100°C
correspondant a la déshydratation du tréhalose dihydrat¢ [319]. De plus, les pics
exothermiques a 280°C et endothermiques a 260°C viennent de la décomposition du

polysaccharide.

Les microparticules de chitosane encapsulant des SLNs en absence et en présence
de curcumine, présentent un pic endothermique aux alentours de 37°C qui correspond au
point de fusion des SLNs. Ces microparticules présentent ¢galement un pic endothermique
aux alentours de 100°C correspondant a 1’évaporation de ’eau adsorbée sur les
microparticules de chitosane a cause de son caractére hydrophile. Plusieurs études ont
montré la capacité du chitosane a adsorber 1’eau [320, 321]. De plus, un pic exothermique

apparait a 240°C qui correspond a la température de décomposition du chitosane [322].

Les résultats mettent en évidence dans un premier temps que 1’ajout de la curcumine
aux SLNs ne modifie pas le point de fusion du beurre de karité. Le signal relié¢ au lipide
n’est pas affecté par ’assemblage avec le chitosane. De méme, le signal correspondant au
chitosane n’est pas non plus modifié par la présence des SLNs au sein de 1’assemblage.
Les propriétés chimiques des différents composés ne sont donc pas affectées par

I’assemblage confirmant une interaction électrostatique entre les SLNs et le polymeére.

L’influence de la présence de curcumine ainsi que de la formation de 1’assemblage
sur la structure cristalline du beurre de karité¢ a également été étudiée par DRX. Les

diffractogrammes correspondant sont présentés sur la (Figure 57).
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Figure 57 : Diffractogrammes du beurre de karité a 1’état bulk (a), des SLNs lyophilisées
en absence (b) et en présence de curcumine (c), des microparticules de chitosane
encapsulant des SLNs en absence (d) et en présence de curcumine (e) et des microparticules
de chitosane sans SLNs (f), aux bas (A) (SAXS) et aux grands angles (B, C) (WAXS). Les
pics marqués par * correspond aux signaux de diffraction du tréhalose (cryoprotecteur

utilisé pendant la lyophilisation des SLN).

Les signaux de diffraction aux petits angles (1° <26 < 12°) permettent de déterminer
le type d’empilement des chaines grasses (2L et 3L). Les deux structures 2L et 3L ont été
observées pour le beurre de karité a 1’état bulk et nanodispersé, avec 3 réflexions pour le
2L et 7 réflexions pour le 3L. Il est ainsi possible d’en déduire que la structure principale
du beurre de karité est un empilement de type 3L. Les triglycérides portant majoritairement
des acides gras saturés, présente un empilement de chaines du type 2L [323]. Quand les
triglycérides sont composés de mélanges d’acides (acides gras saturés et insaturés) un
changement de 1’empilement vers le type 3L se produit [324], ce qui est le cas du beurre

de karité qui est compos¢ essentiellement de I’acide oléique (C18 :1) et de I’acide stéarique
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(C18:0). L’encapsulation de la curcumine ne modifie pas le nombre de pics, prouvant ainsi
que la structure n’est pas affectée. Néanmoins, ces pics deviennent moins intenses, ce qui
peut étre traduit par une diminution de la qualité du cristal (domaine monocristallin plus

petit).

Les signaux de diffractions aux grands angles (15° < 20 < 27° permettent de
déterminer la structure cristalline du lipide (phase a, B, ). Chaque phase est caractérisée
par des pics spécifiques (voire chapitre 3, partie 1.5). Dans notre cas, le beurre de karité a
I’état bulk et nanodispersé présente 8 pics de diffraction avec un pic principal a 4,6 A,
indiquant que le beurre de karité est cristallis¢é dans la phase B la plus stable.
L’encapsulation de la curcumine n’a pas affecté le profil de diffraction du beurre de karité,
pouvant indiqué, comme avec le systéme stabilisé par les tensioactifs non-ioniques décrit
dans le chapitre précédent (partie 1.5), que la curcumine se trouve dans la couronne et pas
dans le cceur lipidique. De plus, la curcumine peut interagir avec la téte polaire des
phospholipides par des liaisons hydrogeénes entre le groupe —OH du groupement
phénolique de la curcumine et le groupe P=0O des phospholipides [257], ce qui peut
expliquer pourquoi la curcumine se trouve a la périphérie des SLNs, proche de la
monocouche de tensioactifs et non dans le cceur lipidique. En outre, 1’encapsulation des
SLNs dans les microparticules de chitosane n’a pas affectée la structure cristalline des
SLNs, les diffractogrammes étant identiques. Les microparticules de chitosane ne
présentent pas de pic de diffraction ce qui indique que les microparticules sont a I’état
amorphe. Ces résultats sont en accord avec les profils thermiques obtenus par DSC dans
lesquels les SLNs présentent un seul pic endothermique correspondant au point de fusion
de la phase B. De plus, aucun point de fusion n’a été détect¢ par DSC pour les

microparticules de chitosane indiquant que le polymere est a 1’état amorphe.
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II1.2.4. Caractérisation des microparticules de chitosane par microscopie
¢lectronique a balayage (MEB) et microscopie optique.

La morphologie des microparticules de chitosane encapsulant les SLNs a été
observée par microscopie ¢lectronique a balayage (MEB). La microscopie optique a été

utilisée pour visualiser des particules hydratées dans 1’eau.

Figure 58: Images de microscopie électronique a balayage (A et B) et microscopie optique
(C et D) des microparticules de chitosane avec (B et D) et sans SLNs (A et C) encapsulant

la curcumine.

Les microparticules de chitosane sans et avec SLNs présentent en MEB des tailles
proches de respectivement (11,5 um et 23 um) (Figure 58 A et B) correspondant a la
distribution granulométrique obtenue par diffusion de la lumicre (Figure 54). Par ailleurs,
les particules hydratées observées par microscopie optique sont plus grandes (145 um (C),
et 58 um (D)) mais demeurent dans la gamme supérieure de distribution de taille de la

Figure 54. La limite maximale de la distribution des microparticules de chitosane sans
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SLNs est d'environ 150 pm. La valeur maximale dans le cas de la présence de SLNs est

plus faible dans le cas et est d'environ 70 pm.

D’aprés les images, les particules sont de formes irrégulicres et présentent une
surface rugueuse. Une structure en feuillet des particules est également mise en évidence
(encart Figure 58.A) La surface des particules semble par ailleurs plus lisse et moins
anguleuse lorsque des SLNs sont présentes dans le systéme. Ceci peut étre en rapport a la
présence de lipide a la surface des particules. Cette migration peut provenir du procédé de
préparation des échantillons. Les particules ont été dispersées dans 1’éthanol en appliquant
des ultrasons afin de faciliter leur séparation avant le dépdt sur plots. Il est possible que ce
traitement ait conduit a une dissolution des lipides et qui se sont ensuite redéposés a la
surface des particules lors du séchage de I’échantillon. Ce protocole a été choisi car les
microparticules tendent a s’agréger apres séchage et leur redispersion dans I’eau est tres
difficile. De plus, les microparticules sont sensibles a la sonication qui peut provoquer leur

fragmentation pouvant expliquer ’aspect irrégulier observé.

Le résultat majeur de ces observations concerne les images obtenues par
microscopie optique. Alors que les particules de chitosane sans SLNs apparaissent
transparentes (Figure 58.C), celles contenant les SLNs sont plus foncées (Figure 58.D).
Cette amélioration du contraste prouve ainsi l'encapsulation des SLNs au sein des
microparticules. Ce résultat est un argument supplémentaire a 'aspect du systéme apres
centrifugation (Figure 55) confirmant l'encapsulation des nanoparticules au sein de la

matrice de polymere. Un systéme NiMs a donc bien été formé.

II1.2.5. Microparticules chitosane-SLNs par encapsulateur

Précédemment, les assemblages micrométriques chitosane-SLNs ont été obtenus
par la technique de gélification ionique en utilisant le TPP comme un agent de réticulation
dans des conditions d’agitation douces. Le systéme a été formé en versant le TPP dans la
dispersion contenant le chitosane et les SLNs. Cependant, cette méthode souffre de deux

inconvénients majeurs qui sont :
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- La limitation au niveau des concentrations en chitosane (0.15%) et en TPP (0.05%)

utilisables.
- L’obtention de microparticules de formes irrégulicres.

Afin d’obtenir des microparticules plus denses (au niveau degré de réticulation) et
sphériques, nous avons utilisé¢ un encapsulateur Buchi 390 Pro connu comme étant un bon
moyen pour préparer des microparticules biopolymériques [325]. Le protocole est détaillé

dans le chapitre 2, partie 2.7.2.2.

Pour obtenir des particules sphériques et monodisperses, le contrdle de la cinétique
de gélification est trés important. Ce controle peut étre effectué en variant la concentration
des réactifs, en modulant la température ou le pH. Une concentration plus élevée en réactifs
signifie des concentrations plus élevées de charges positives et négatives, une gélification
plus rapide et donc 1’obtention de particules plus denses et plus stables. Pour cette raison,
nous avons préparé une solution de chitosane a 0,4% (m/v) au lieu de 0,15% et une solution
de TPP a 8% (m/v) au lieu de 0,05%. Du Tween 80 0,05 % (m/v) a également été ajouté a
la solution de TPP pour diminuer la tension de surface du bain de réticulation permettant
ainsi une bonne réticulation des particules. Les résultats obtenus sont présentés dans le

Tableau 22. Plusieurs buses de diamétres différents ont de plus été utilisées.

On remarque d’apres ces résultats, que les particules obtenues par la buse de 120
um sont monodisperses avec une distribution étroite avec une valeur de span inférieure a
2. La préparation 2 présente le span le plus faible (Span = 0,7) indiquant que les parameétres
de I’encapsulateur correspondant (fréquence, débit, et voltage) permettent d’obtenir des
particules monodisperses. Les particules obtenues par la buse 300 um, présentent une

distribution tres large (Span = 2,4).
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Tableau 22: Conditions expérimentales et résultats obtenus par granulométrie laser. Dio: 10° centile de la distribution. Dso : taille

médiane de la taille des particules. Doo : 90°¢ centile de la distribution. Span : largeur de la distribution de taille des particules. La taille

des particules est présentée en moyenne =+ écart-type de 3 répétitions.

Préparations % Chitosane  Ratio SLN:  Fréquence Débit Voltage (V) Diamétre dela  Dio(um) Dso(um)  Doo (um) Span
(m/v) Chitosane (Hz) (ml/min) buse (um)
1 0,4 1:10 500 4 950 120 84+ 1 213+2 390+ 5 1,4
2 0,4 1:10 1200 4 850 120 146 £ 3 203 +4 283 +8 0,7
3 0,4 1:10 1380 4 900 120 39+5 176 £ 6 3302 1,6
4 0,4 1:10 500 7 800 300 95+2 46020 1100+ 50 2,4
5 0,4 1:10 770 7 900 300 174 +£35 547+10 930+17 1,4
6 0,4 1:10 800 7 900 300 93+ 12 520+ 8 1000 + 33 1,8
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Figure 59: (A) Distribution de la taille des microparticules de chitosane encapsulant des
SLNs obtenue par la buse 120 um (préparation 2). (B) Image de microscopie optique pour

des microparticules de chitosane encapsulant des SLNs obtenues avec la buse 120 pm.

Les particules obtenues avec la buse 120 pm (préparation 2), présentent une
distribution de taille étroite (Figure 59.A) et sont sphériques (Figure 59.B). L’aspect

sombre des particules prouve I’encapsulation des SLNs dans les microparticules de

chitosane, les microparticules de chitosane étant transparentes.
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Ces résultats préliminaires sont encourageants et d’autres, tests seraient nécessaires
pour optimiser la taille et la sphéricité des particules en utilisant la buse de 120 ou de 300

pm.

I11.2.6. Conclusions
L’utilisation de phospholipides de soja comme tensioactif et de Tween 80 en tant que
co-tensioactif nous a permis de préparer des SLNs de 150 nm de diameétre présentant une
faible polydispersité (Pdl = 0.15) ainsi qu’une charge de surface négative (-43 mV). Ces
particules se sont révélées stables pendant au moins 6 mois aux deux états dispersés dans
de I’eau et lyophilisés. Aucune modification significative de la taille du PdI et du potentiel

z&ta n’est détectée pouvant signaler un début de déstabilisation des SLNS.

Les SLNs déja préparées présentent une charge négative suffisante pour permettre
I’assemblage avec le chitosane chargé positivement a pH acide. L’encapsulation des SLNs
dans des microparticules de chitosane a été effectuée par gélification ionique en utilisant
le tripolyphosphate (TPP) comme un agent de réticulation. Les particules obtenues
présentent une taille de 21 pm. L’incorporation des SLNs dans les particules de chitosane

n’a pas d’effet sur leur taille.

L’analyse thermique par DSC a montré que I’état nanométrique du lipide n’a pas d’effet
sur le point de fusion du lipide. En outre, 1’assemblage chitosane-SLNs, n’a pas affecté ni
le point de fusion du lipide ni le profile thermique du polymeére. La présence de curcumine
dans les SLNs ne conduit pas a I’apparition d’un pic endothermique a 175°C correspondant
au point de fusion de la curcumine. Cela indique que la curcumine est dispersée dans la

matrice lipidique et non sous forme d’agrégats cristallins.

L’analyse structurale par DRX a mise en évidence que 1’assemblage chitosane-SLNss,
n’a pas affecté la structure cristalline du lipide. En outre, I’encapsulation de la curcumine
dans les SLNs n’a pas d’influence sur sa structure cristalline. Les microparticules de
chitosane seules ne présentent aucun pic de diffraction en indiquant que le chitosane est a

1’état amorphe.
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L’observation de I’assemblage par microscopie électronique a balayage, a montré que
les microparticules présentent une forme irréguliere avec une surface rugueuse.
L’observation par microscopie optique a permis de prouver 1’encapsulation des SLNs au
sein des microparticules de chitosane. De plus, les microparticules encapsulant des SLNs
présentent une couleur foncée, tandis que les microparticules de chitosane seules sont

transparentes.

Par ailleurs, les SLNs ont été encapsulées dans des microparticules de chitosane en
utilisant I’encapsulateur Buchi. Cet équipement est trés utilisé dans la préparation des
particules biopolymériques. Les microparticules obtenues par la buse de 120 pm,
présentent une taille de 200 pm avec une distribution étroite (span = 0,7). L’observation
des particules par microscopie optique a montré que les particules sont sphériques et

foncées indiquant que les SLNs se trouvent au sein des microparticules.
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Chapitre IV: Conclusions et perspectives

L’objectif principal de ce travail concernait la préparation d’un vecteur lipo-
polysaccharidique sous forme de microparticules de chitosane incluant des nanoparticules

lipidiques solides encapsulant la curcumine.

La caractérisation physico-chimique de la structure du systéme lipide-polyphénol a
tout d'abord été réalisée a I'état non-dispersé et ensuite a I'état nanométrique. Les cinétiques
de recristallisation du beurre de karité par diffraction des rayons X ont mis en évidence que
la curcumine modifie la transition de phase du lipide de I'état liquide a I'état cristallin. Une
phase [ stable est néanmoins obtenue en présence de curcumine méme si elle apparait a
des temps plus longs comparés au beurre de karité seul. L'encapsulation de la curcumine
dans des SLNs de beurre de karité a ensuite été réalisée. Afin de controler les propriétés
physico-chimiques du systéme, une premiere étape a consisté a utiliser la méthodologie
des plans de mélanges afin de déterminer l'influence de la composition du systéme en
lipide, tensioactifs et eau sur les propriétés de tailles des SLNs (taille et indice de
polydispersité) en utilisant des tensioactifs non-ioniques. Cette étude a ensuite permis de
mettre en évidence l'influence de la taille des particules sur I’efficacité d’encapsulation de
la curcumine. Il apparait que lorsque la taille des SLNs diminue I’efficacité d’encapsulation
de la curcumine augmente. Cet effet est expliqué par la localisation de la curcumine dans
la couche de tensioactifs (couronne). Les analyses thermiques ont montré que la curcumine
n’a pas d’effet sur le point de fusion du beurre de karité, a 1’état non dispersé et dispersé.
Les analyses par DRX ont permis de constater que la curcumine a modifié la structure du
réseau lipidique a 1’état non dispersé, notamment au niveau de la structure de la bicouche
lipidique, alors qu’elle n’a aucun effet sur ’arrangement du beurre de karité a 1’état nano-
dispersé. Cela confirme que la curcumine se place a la périphérie des particules, en
interaction avec les tensioactifs, ne modifiant ainsi pas le réseau cristallin du beurre de

karité.

Afin de pouvoir former un assemblage avec le chitosane, les SLNs doivent
présenter une charge de surface négative. Pour cela, un nouveau systéme bas¢ sur
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l'utilisation de phospholipides saturés de soja et d'un co-tensioactif non ionique (Tween 80)
a été¢ préparé. Les particules obtenues présentent une taille de 150 nm, une faible
polydispersité (PdI = 0,15) ainsi qu'une charge de surface suffisante (potentiel zéta = -43
mV) nécessaire a une bonne répulsion électrostatique conduisant a une bonne stabilité dans
le temps. Les particules sont ainsi stables pendant au moins six mois qu'elles soient
dispersées dans I'eau ou lyophilisées. Aucune modification significative de la taille, du PdI,
et de la charge de surface pouvant correspondre a un début de déstabilisation des particules

n'a été signalée.

La préparation de SLNs présentant une charge de surface négative a principalement
permis de former un assemblage avec le chitosane. Cet assemblage a ¢été réalisé par
gélification ionique en utilisant le tripolyphosphate comme agent de réticulation. Les
microparticules de chitosane obtenues présentent une taille moyenne de 21 pum et
l'encapsulation des SLNs au sein du réseau du polymére n’a pas d’influence sur la taille
des microparticules. La polydispersité des particules est faible avec une valeur de SPAN
de 1,2. Cette technique d’encapsulation simple et sans utilisation des solvants organiques
a ainsi permis de former le systéme "nanoparticules dans microparticule" a base de SLNs

et de chitosane.

Par ailleurs, cet assemblage ne modifie pas les propriétés des composants du
systéme. Ainsi, 1’analyse thermique par DSC a mis en évidence que 1’assemblage
chitosane-SLNs n’a pas affecté ni le point de fusion du lipide ni le profil thermique du
chitosane. En outre, I'absence d'un pic endothermique a 175°C correspondant au point de
fusion de la curcumine indique que la curcumine est dispersée au sein de la matrice

lipidique au sein de I'assemblage et non sous forme d'agrégats cristallins.

L’analyse structurale par DRX a mis en évidence que la structure cristalline des
SLNs n'a pas non plus ét¢ modifiée par l'assemblage. Aucun risque d'expulsion de la
curcumine n'est donc a craindre dans la préparation de ce type de vecteur étant donné que
la structure solide du lipide n'est pas affectée. En outre, les microparticules de chitosane
seules sans SLNs ne présentent aucun pic de diffraction, en indiquant que le chitosane est

a I’état amorphe. Ces résultats sont en accord avec les profils thermiques obtenus par DSC

154



Conclusions et perspectives

dans lesquels les microparticules de chitosane présentent un seul pic de fusion

correspondant au point de fusion des SLNs.

L’observation des microparticules par microscopie électronique a balayage a
permis de mettre en évidence que les particules présentent une forme irréguliére avec une
surface rugueuse. Par ailleurs, I’observation par microscopie optique confirme
lI'encapsulation des SLNs au sein des microparticules de chitosane. En effet, en présence
de SLNs, les particules présentent une couleur foncée alors que les microparticules

seulement composées de chitosane apparaissent transparentes.

En paralléle, les SLNs ont été encapsulées dans les microparticules de chitosane en
utilisant un encapsulateur Buchi afin de contrdler leur morphologie. Cette technique est
trés utilisée dans la préparation de microparticules biopolymériques. Les résultats
préliminaires ont montré que les microparticules de chitosane obtenues en utilisant une
buse de 120 pum présentent les meilleurs résultats du point de vue polydispersité et
sphéricité. L’observation par microscopie optique a montré que les particules sont
sphériques et foncées indiquant la présence des SLNs au sein des particules. Cette
technique semble un bon moyen d’encapsulation des SLNs dans les microparticules de
chitosane méme si les tailles obtenues sont supérieures a celles obtenues par simple

gélification ionique.

Cependant, plusieurs points restent a élucider dans le but d'approfondir ce travail
de thése. D'un point de vue pratique, une amélioration du protocole d'élaboration des
microparticules par gélification ionique semble nécessaire. L’utilisation d’une pompe
péristaltique injectant le mélange chitosane-SLNs dans la solution de TPP devrait permettre
d’obtenir des particules sphériques par cette méthode. De plus, il apparait également
important de déterminer un protocole alternatif pour préparer les microparticules a
I’observation par MEB qui ne les affecte pas. En outre, il est nécessaire d’optimiser le
protocole de préparation des microparticules de chitosane en utilisant I’encapsulateur
Buchi qui est un autre moyen d’encapsulation des SLLNs dans des microparticules de

chitosane.
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En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques de I’assemblage, des analyses
par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) permettrait de caractériser le
systtme une fois l'assemblage réalisé et permettrait de mettre en évidence des
modifications de composition ou des interactions (chitosane et SLNs, chitosane-
curcumine, phospholipides-curcumine et lipide-curcumine). Cela donnerait des
informations supplémentaires sur les interactions mises en jeu. Par ailleurs, des études par
RMN 'H et '3C ainsi que par RPE (Résonnance Paramagnétique Electronique, Electron
Spin Resonnance, ESR) devraient conduire au site de localisation de la curcumine au sein
des SLNs. De plus, il serait également intéressant d'observer les particules par cryo-TEM
afin d'étudier leur structure interne pour voir notamment comment les SLNs sont
distribuées au sein des microparticules. Des études de gonflement des microparticules a
différents pH peuvent étre envisagées pour déterminer le taux de gonflement des particules
principalement & des pH acides auxquels a lieu la répulsion électrostatique entre les

groupements NH3" et les SLNs, chargées négativement.

D’apres ces résultats, nous pouvons dire que nous avons pu préparer un assemblage
de taille micrométrique entre des SLNs encapsulant la curcumine et le chitosane en tant
que moyen pour protéger et vectoriser les SLNs vers D’intestin. Il serait intéressant
d’évaluer le potentiel du systéme par des tests in vitro et in vivo pour vérifier I'utilité de

I’assemblage.

A plus long terme et pour développer ainsi que compléter ce travail, quelques pistes

prometteuses peuvent étre envisagées.

Tout d'abord, I'étude du transfert de la curcumine des SLNs et des microparticules
encapsulant des SLNs vers le milieu extérieur a différents pH serait intéressante pour
mettre en évidence I’effet de 1’assemblage sur la vitesse de libération de la curcumine.
Ensuite, la stabilité de la curcumine encapsulée dans les SLNs et des SLNs encapsulées
dans des microparticules de chitosane doit étre vérifiée dans des milieux simulant les sucs
gastrique et intestinal sans enzymes. L'étude de la libération de la curcumine a partir des
deux systémes doit étre réalisée dans des milieux simulant les sucs gastrique et intestinal

en présence de pepsine (enzyme gastrique) et d'extrait de pancréatine (cocktail
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enzymatique du suc intestinal) ou en présence de lipase seule. De plus, il semble intéressant
de déterminer le pourcentage de curcumine solubilisée dans des micelles mixtes de sels
biliaires et de phospholipides. Cela permettrait d'obtenir des informations sur la
biodisponibilité relative de la curcumine. Une fois ces tests réalisés, il sera intéressant
d'é¢tudier Dlactivité anti-inflammatoire in vitro des deux systémes sur des cellules
intestinales en induisant I’inflammation par ajout des lipopolysaccharides. Cela permettra
d'obtenir des informations sur I’efficacité de I’encapsulation de la curcumine et de mettre
en ¢évidence si le systéme a permis de protéger la curcumine contre la dégradation
enzymatique, et si I’assemblage a permis d'améliorer I’accumulation de la curcumine au
niveau des cellules inflammées. L’accumulation de la curcumine pourra étre étudiée par
fluorescence. Apres les tests in vitro, une ¢tude in vivo des deux systémes apparait
nécessaire et ce, sur des souris utilisées comme des modéles inflammatoires. L’activité
anti-inflammatoire sera évaluée en dosant le taux d’expression des geénes codant pour des
facteurs jouant un réle primordial dans I’inflammation tels que NF-kB (Nuclear Factor-

Kappa B) et TNF-a (Tumor Necrosis Factor o).

En paralléle et afin d'améliorer le systéme "nanoparticules dans microparticules",
d'autres systémes polymériques pourront étre testés. Par exemple, le chitosane gonflant en
milieu acide, il peut permettre une libération d’une certaine quantit¢é de SLNs. Pour
résoudre ce probléme, il peut étre envisagé d’ajouter un autre polymere qui ne gonfle pas
aux pH acides tels que I’alginate ou la pectine. Des SLNs pourront étre encapsulées dans

des composites chitosane-alginate ou bien chitosane-pectine.
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Résumé

Résume

Ce travail porte sur la conception d'un systéme lipo-polysaccharidique sous forme
d'un assemblage de taille micrométrique entre des nanoparticules lipidiques solides (SLNs)
et un biopolymere. Le but est de formuler un vecteur pouvant : transporter un principe actif
hydrophobe, résister aux conditions gastriques, et permettre un relargage contrdlé en
conditions spécifiques. Le choix de la molécule active s'est porté sur un polyphénol, la
curcumine, pour ses activités anti-oxydantes et anti-inflammatoires. Etant hydrophobe, la
curcumine a été encapsulée dans des nanoparticules de beurre de karité qui est un lipide
d'origine naturelle et solide a température ambiante. Les systémes lipidiques ne résistant
pas aux conditions gastriques, les nanoparticules ont été incluses dans une matrice de
chitosane sous forme d'un assemblage micrométrique contrdlé par des interactions
¢lectrostatiques. Ce polymeére naturel, chargé positivement grace a la présence de
groupements amines, résiste aux attaque des enzymes gastriques et présente des
interactions spécifiques avec la muqueuse intestinale et notamment les mucines permettant

ainsi un ciblage vers l'intestin et le colon.

La premiére partie de cette étude est focalisée sur le systéme beurre de karité-
curcumine en absence de chitosane. L'effet du polyphénol sur la cristallisation du lipide a
tout d'abord ét¢ étudié. L'influence de la composition du mélange ternaire (beurre de karité,
tensioactif, eau) sur les propriétés des nanoparticules formées a ensuite été étudiée en
utilisant la méthodologie des plans de mélanges. Cela a permis de contrdler la taille des
SLNs formulées et de mettre ensuite en évidence l'influence de la taille des particules sur
le taux d'encapsulation de la curcumine. La seconde partie est axée sur I'assemblage entre
les nanoparticules et le chitosane. Des particules micrométriques ont ainsi été obtenues par
interactions ¢lectrostatiques entre les SLNs encapsulant la curcumine et stabilisées par des

phospholipides et le chitosane.

Mots-clés : Nanoparticules lipidiques solides (SLN), chitosane, vectorisation, curcumine,

assemblage.
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Abstract

Abstract

This work deals with the design of a lipo-polysaccharidic system as a micrometric
assembly between solid lipid nanoparticles (SLNs) and a biopolymer. The aim is to
formulate a vector can: carry a hydrophobic active molecule, resist to gastric conditions,
and allow a controlled release in specific conditions. Choosing the active molecule is
carried on a polyphenol, curcumin, for its antioxidant and anti-inflammatory activities.
Being hydrophobic, curcumin was encapsulated in shea butter nanoparticles, which is a
natural lipid and solid at room temperature. Lipid nanocarriers are not resistant to gastric
conditions; the nanoparticles have been included in a chitosan matrix in the form of a
micrometric assembly controlled by electrostatic interactions. This natural polymer,
positively charged due to the presence of amine groups, is resistant to attack by gastric
enzymes and has specific interaction with the intestinal mucosa and in particular the mucin

which can be useful as a carrier for curcumin in colon targeted drug delivery.

The first part of this study focused on shea butter—curcumin system with the
absence of chitosan. The effect of polyphenols on the lipid crystallization was studied. The
influence of the composition of the ternary mixture (shea butter, surfactant, water) on the
properties of the nanoparticles was then investigated by using the response surface
methodology. This helped to control the size of SLNs and then to show the influence of
particle size on the encapsulation efficiency of curcumin. The second part focuses on the
assembling between the nanoparticles and chitosan. Micrometric particles were obtained

through electrostatic interactions between SLNs encapsulated curcumin and chitosan.

Keywords: Solid lipid nanoparticles (SLN), vectorization, curcumin, chitosan, assembling.
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