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Annexe 01: Dosage de 1'azote totale et les protéines totales par la méthode
de Kjeldahl d’aprés (Jiirgen, 2005).

Principe

L'échantillon est minéralis€¢ en milieu acide sulfurique en présence de sulfate de
potassium et d'un catalyseur (Oxalate de potassium). Dans les conditions de minéralisation,
1'élément azote est retrouvé sous forme ammonium.

Les ions ammonium sont transformés en ammoniac par passage en milieu alcalin. On
entraine NH3 a la vapeur d'eau et on dose le condensat recueilli par dosage volumétrique
acide/base. Cette méthode comprend 03 étapes:

1. Minéralisation a température voisine de 350 °C, conduisent a:

L’azote organique et les formes NH*" NO* et NO™ sont retrouvées sous forme NH*" ;

Le carbone organique est retrouvé sous forme de carbone (noir) puis CO; ;

L’hydrogéne et 1'oxygene sont combinés en H,O.

H
NH,-C - COOH + H,SO; ——» H,0 + CO, + SO, + SO; + NH,".
R

Au cours de la minéralisation, l'acide sulfurique se décompose partiellement en
dioxyde et trioxyde de soufre (SO, et SO3). Il y a ainsi apparition de vapeurs blanchatres trés
irritantes. La minéralisation est donc conduite avec un appareillage a aspiration puis
traitement des vapeurs avant rejet.

2. Alcalinisation du milieu minéralisé et entrainement a la vapeur de I'ammoniac formé:
NH* + OH — NH; + H,0

L'ammoniac (volatil) ainsi formé¢ est entrainé par de la vapeur d'eau (distillation), les
vapeurs, condensées par réfrigération, sont recueillies dans un milieu suffisamment acide.
Remarque: le minéralisit est un milieu acide sulfurique concentré. Il est donc nécessaire
d'introduire suffisamment de soude pour neutraliser puis alcaliniser et transformer NH*" en
NHs.

3. Dosage de I'ammoniac recueilli (dosage direct):

L'ammoniac est recueilli dans de l'acide borique en solution. Le pKa de 1'acide borique

est de 9,23. Le pH de la solution d'acide borique, en absence d'ammoniac, est donc voisin de

5,0 a 5,4. Vers ces pH, le pouvoir tampon de la solution borique est tres faible, elle permet
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d'observer le virage de I’indicateur coloré dont la teinte sensible se situe vers le pH 5,0 a 5,4,

a la goutte pres, avec des solutions titrées d'acide fort aussi diluées que 0,05 mol/L en H'.
Expression de résultats:

L’azote totale Viasos x 1,4/5(g/1).

Protéine totale = azote totale X 6,38 (g/1).

Annexe 02 : Principales caractéristiques de la gomme arabique d’apres

(Saidou, 2012 ; Daniele et al., 2011).

Paramétres Caractéristiques moyennes
Origine Arbres d’acacias
Apparence Cristaux jaunes pale ou brunatre
Nature Polysaccharide acide et ramifié avec faible teneur en
protéines et en sels minéraux
Masse molaire 42.10* g/mol
Densité 1,35 g/em’
pHi 3,4-3,8
Solubilité Soluble dans I’eau, insoluble dans 1’alcool
Hydrolyse Acidité ou enzymatique
Roéle pharmacotechnique Liant, désintégrant

Annexe 03 : Principales caractéristiques du saccharose d’apres

(Yannai, 2004 ; David, 2003).

Paramétres Caractéristiques
Origine Betterave, canne a sucre
Apparence Blanc, cristallisé ou poudre
Nature Diholoside: glucose + fructose
Formule C12H2,01; : (a-D-glucopyranosyl-(1-2)-B-D-
Fructofuranoside
Masse molaire 342 g/mol
Densité 1,59 g/cm’
pKa 12,62
Solubilité Elevée (180g pour 100 g d’eau pure)
Hydrolyse Acidité ou enzymatique
Role pharmacotechnique Diluant, édulcorant (saveur sucrée)
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Annexe 04 : Principales caractéristiques de I’acide citrique d’apreés
(Papagianni, 2007 ; Maryadele et al., 2001).

Paramétres Caractéristiques
Origine Citron
Apparence cristaux blancs
Nature acide alpha hydroxylé
CsHgO4. : acide 2-hydroxypropane-1,2,3-
Formule ' .
tricarboxylique
Masse molaire 192,12g/mol
Densité 1,655g/cm’
T° de fusion 153°C
pKa 4,76
Soluble dans I’eau, I'éther, 1'acétate d'éthyle et 1'éthanol
Solubilité S
Insolubles dans le benzene, et le chloroforme”.
décomposition chaleur

Roéle pharmacotechnique

Agent d’effervescence, conservateur

Annexe 05 : Principales caractéristiques de bicarbonate de sodium

d’apres (Palangié, 2011).

Paramétres Caractéristiques
Origine Eau chaudes, synthétique
Apparence poudre blanche
Nature composé minéral
Formule NaHCO:s. : hydrogénocarbonate de sodium
Masse molaire 84,01g/mol
Densité 22,2 g/em’
T° de fusion 270°C
pKa 6,33 -10,3
Solubilit Soluble dans ’eau (87 g-17)
Insoluble dans 1’alcool
décomposition chaleur

Role pharmacotechnique

Agent d’effervescence, régulateur de pH
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Annexe 06 : Normes des quantités des excipients utilisés.

Excipient Norme % Référence
Gomme arabique 15
Pharmacopée
Saccharose 80
Européenne
Acide citrique 05
(2005)
Bicarbonate de sodium 05

Annexe 07 : Principales caractéristiques de la curcumine d’aprés (Manolova

etal., 2014 ;

Lal et al., 2000 ; Shoba et al., 1998).

Paramétres Caractéristiques
Origine Arbres de Curcuma
Apparence Poudre jaune a orange
Nature pigment polyphénolique
Formule C11H200¢ : 1,7-bis (4-hydroxy-3-méthoxyphényl)-1,6-

heptadiéne-3,5-dione

Masse molaire

368,37 g/mol

Densité 1,351 g/em’
T° de fusion 183°C
pKa 8-10 selon ’espece
Insoluble dans I'eau
Solubilité . _
Soluble dans 1’éthanol, 1’éther et I’acide acétique
Hydrolyse Alcalinité ou enzymatique

Role pharmacotechnique

Colorant E100, principe actif
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Annexe 09: Masses de granulat retenues en fonction d’ouverture des

mailles.
Diameétre (mm) 1 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5
Masse retenue (g) 0,17 1,23 2,91 5,05 6,87 | 81,69
Annexe 10: Résultats de test d’uniformité de masse.
Comprimés Masses (g) Masse moyenne | Ecarts type des Ecart type
(2 masses % moyen %

01 1,49 0,6

02 1,50 0,06

03 1,52 1,4

04 1,47 1,93

05 1,45 1,499 3,26 1,68

06 1,53 2,06

07 1,50 0,06

08 1,46 2,06

09 1,53 2,06

10 1,54 2,73

Annexe 11: Résultats du test de sécabilité.
Comprimés Masses (g) Masse moyenne | Ecarts type des Ecart type
(2) masses % moyen %

01 0,75 0,4

02 0,74 0,93

03 0,77 3,07

04 0,76 1,74

05 0,72 3,61

0,747 1,55

06 0,73 2,27

07 0,75 0,4

08 0,76 1,74

09 0,74 0,93

10 0,75 0,4




Annexes

Annexe 12: Le temps de désagrégation de trois comprimés en fonction de

pH.

pH
1,2 1,5 2 3 4 5 6 6.8 7 8
T (min)

Test 4 37,5 34 31,5 28 25,5 19,2 | 7,25 5 7,5 9,25

Test , 34,5 31 29,2 | 26,5 | 243 17 6,25 3,2 5 8,5

Test 3 36,2 | 34,3 32 26,2 25 16,5 8,2 5,25 7,2 11

Moyenne | 36,06 | 33,1 | 30,9 | 26,9 | 24,93 | 17,06 | 7,23 | 4,48 | 6,56 | 9,58

E. type 1,5 1,82 | 1,49 | 0,96 0,6 1,43 | 0,97 | 1,11 1,36 | 1,28

Annexe 13 : Résultats de la courbe d’étalonnage (pH 1,2).

Absorbance (nm) 0,066 0,045 0,03 0,019 0,015
Concentration (g/1) 0,12 0,16 0,25 0,5 1
0,07
0,06 [

o
o
;]

y = 0,0128x+0,0734
’ R?=10,98
0,04

0,03 / e Absorbance
0,02 / Linéaire (Absorbance)
0,01

1 0,5 0,25 0,16 0,12

Absorbance (nm)

Concentration (g/l)

Courbe d'étalonnage pH 1,2
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Annexe 14 : Résultats de la courbe d’étalonnage (pH 6,8).

Absorbance 0,016 | 0,021 | 0,025 | 0,028 | 0,033 0,04 0,053 | 0,071
(nm)
Concentration | 0,12 0,14 0,16 0,2 0,25 0,33 0,5 1
(g
0,08
0,07 4
006 v=0,0071x+00678
g R2=0, 96
£ 0,05
E 0,04 // Absorbance
< 4 —
2 / Linéaire (Absorbance)
2 0,02
0’01 /
0 T T T T T T T 1
0,12 0,14 0,16 0,2 0,25 0,33 0,5 1
Concentration (g/1)
Courbe d'étalonnage pH 6,8

Annexe 15: Résultats de dissolution a pH 1,2.

Temps (min) 10 20 30 40 50 60 70
Absorbance (nm) | 0,073 | 0,074 | 0,075 0,076 | 0,078 | 0,078 | 0,078
Concentration 0 0,046 | 0,125 0,203 | 0,259 | 0,359 | 0,359
(g
Pourcentage (%) 0 11,5 31,25 50,75 | 89,75 95 95
Annexe 16 : Résultats de dissolution a pH 6,8.
Temps (min) 5 10 15 20
Absorbance (nm) 0,069 0,070 0,071 0,071
Concentration (g/1) 0,169 0,309 0,4 0,4
Pourcentage (%) 42,25 77,25 100 100
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Annexe 08 : fiche d’appréciation

FICHE D’APPRECIATION
Sujet:.........ccooiiiiil Age:..............
Poste:...................... Sexe:............

ETAPE VISUELLE
Comprimé effervescent
Odeur | s i e
Couleur Naturelle Rose Marron Jaune Verte
[] [] [] L] []
Toucher Agréable [] Désagréable []
Taille Petite | Moyenne || Grande []
Comprimé non effervescent
Odeur | e e i e
Couleur Naturelle Rose Marron Jaune Verte
[] [] [] L] []
Toucher Agréable [] Désagréable []
Taille Petite L] Moyenne [] Grande L]
ETAPE GUSTATIVE
Comprimé effervescent
Gout Agréable [ ] Désagréable []
Déglutition Facile [] Difficile ]
Comprimé non effervescent
Gout Agréable [] Désagréable []
Déglutition Facile [] Difficile ]




Chapitre I Les protéines du lait

I.1. Aspect et définition 1égale du lait

Le lait a été défini en 1908 au cours du Congres International de la Répression des
Fraudes, a Geneve, comme étant le produit intégral de la traite totale et ininterrompue, d’une
femelle laitiere bien portante, bien nourrie et non surmence.

Il s’agit d’'un fluide aqueux opaque, blanc, légerement bleuté ou plus ou moins
jaunatre, selon la teneur en f caroténe de sa matiere grasse, d’une saveur douceatre et d’'un pH

(6.6 a 6.8) 1égerement acide, proche de la neutralité (Boubezari, 2010 ; Alias, 1984).
I.2. Composition générale du lait

Les principaux constituants du lait sont par ordre décroissant, de 1’eau tres
majoritairement, des glucides principalement le lactose (Bragere, 1996 ; Brule, 1987), des
lipides essentiellement des triglycérides rassemblés en globules gras, des protéines: caséines
structurées en micelles, albumines et globulines solubles, des sels minéraux et des éléments a
I’état de traces mais au role biologique important: enzymes, vitamines et oligo-éléments
(Pougheon et al, 2001 ; Remeuf, 1994).

La composition du lait est influencée par différents facteurs liés a 1'animal, la race,
l'age, la période de lactation, 1'alimentation, etc. Le lait de vache contient en moyenne 87%
d'eau, 3.7% de matic¢re grasse, 3.2% de protéines, 4.6% de glucides et 0.8% de minéraux

(Lafitedupont, 2012).
I.3. Les protéines du lait

Les protéines du lait se divisent en deux fractions que 1'on peut séparer en fonction de
leur solubilité. On identifie les caséines comme les protéines du lait qui précipitent lors d'une
acidification a pH 4,6 a une température de 20°C. Et les protéines sériques ou du lactosérum,
qui restent solubles a ce pH (Jenness et al., 1956).

Parmi les protéines du lait, se trouvent diverses fractions biologiquement actives. Elles
correspondent a des immunoglobulines, des enzymes (la lactoperoxidase, le lysozyme, la
lipase), des hormones et des facteurs de croissance (Fosset et al., 2002 ; Takada et al., 1997).
I.3.1. Les caséines

Ce sont les protéines majeures du lait des ruminants représentant 80%, le lait bovin
contient 33 g.L"' de protéines dont 26 g. L' de caséines (Cayot et Lorient, 1998). Elles ne se
dénaturent par un chauffage a 100°C car présentant des structures polydispersées et des
masses moléculaires faibles (Tompson et al., 1965). Elles ont une charge négative et des

propriétés acides (Gaucher, 2007).
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1.3.1.1. Organisation micellaire des caséines

La plus part des caséines se présentent sous des superstructures plus volumineuses,
sphériques: les micelles (30-600 nm) (McGann et al., 1980). Ces dernic¢res sont composées
de plusieurs sous-micelles (8 a 20 nm) qui vont s'associer entre elles d’une fagon a créer une
surface granuleuse (Patton, 2004). Les cas¢ines ont les plus hautes masses molaires parmi les
protéines du lait (2.10° a 2.10° Da) (Gaumond et Anctil, 2005). Les micelles résultent de

l'association des caséines qui représentent 92% du poids, le reste étant représenté par des

minéraux (8%) (Boubezari, 2010).

M|ce”e de c35é|nes . sous-micelle

Noyau hydrophobeo

hyddrophotes

vt o phate
e cakint phowphate

) MOrwrr Micelle Sous-micelle

Figure 01: Modéle de micelle de caséine avec sous-unités d’aprés (Amiot et al., 2002)
Tableau 01: Principales caractéristiques structurales et physicochimiques des caséines
d’apres (Somma et al., 2008 ; Phadungath, 2005 ; Wal, 2002 ; Hoagland et al., 2001 ;
Pougheon et al., 2001 ; Swaisgood, 1995).

Constituants/ Caséines
Propriétés asl os2 B K
Nbre d’aa 199 207 209 169
MM (g/mol) 23614 25270 24000 19000
% des protéines 39-46 8-11 25-35 8-15
pHi 4,9-5 5,2-5,4 5,1-5,4 5,4-5,6
H® moy (Kyrsiqu) 4,89 4,64 5,58 5,12
S-S/ SH 0 2/1 0 2/1
8al3%a 20 a32% a 9a12%a 14 % a
Structure secondaire
202 23% P 30% B 11a 25%p 31% B
Partie prosthétique
8P 10P-13P 1P IP+1G
Phosphore/Glucide
C (g/1) dans le lait 11,9 3,1 9.8 3,5

aa: acides aminés ; MM: masse molaire ; H° moy: hydrophobicité moyenne.

-4-
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1.3.1.2. La caséine asl

Cette caséine est la plus importante en masse, elle est trés sensible au calcium. La
caséine asl est susceptible a I'action de la plasmine ; il est donc probable qu’elle se situe au
cceur de la micelle masquée par d’autres caséines (Pougheon et al., 2001). Elle s'associe tres
solidement avec ces derni¢res par des liaisons phosphocalciques pour former des sous
micelles (Swaisgood, 1992). En fonction de la nature des acides aminés, la zone N-terminal,
les aa 1 a 41 et les zones délimitées par les aa 80 a 113 et 132 a 199, présentent un fort
caractere hydrophobe, le reste présente une zone hydrophile (Cayot et Lorient, 1998).
1.3.1.3. Les caséines as2, as3, as4, et os6

Ces caséines possedent une structure primaire semblable mais se différent en nombre
de résidus phosphorylés et les régions hydrophobes et hydrophiles sont individualisées
(Hoagland et al., 2001 ; Fitz Gerald, 1998). La caséine as2 est la plus hydrophile des
caséines et sera trés sensible a l'action des ions calcium (Ca*") (Ribadeau-Dumas et
Grappin, 1989).
1.3.1.4. La caséine-p

La cas€ine-f est tres semblable a la caséine asl (Remeuf et al.,, 1991). Elle est
sensible au calcium, au froid et la plus hydrophobe (le domaine N-terminal, des aa 1 a 56
possede un caractere hydrophile et le reste de la molécule concerne la zone hydrophobe). La
caséine-f peut subir l'action des protéases et donner des fragments que 1'on appelle caséine-y.
Ces dernicres représentent entre 3 et 5% des caséines soit entre 1 et 2g/l de lait (Fox et
Brodkorb, 2008).
1.3.1.5. La caséine-x

Cette caséine est insensible au calcium et stabilise les autres caséines phosphorylées
vis a vis de ce cation (Eigel et Butler, 1984). La majorité se trouve a la surface de la micelle
(Swaisgood, 1992). La caséine-k est la seule caséine glycosylée (Pissano et al., 1994). La
partie N-terminal est hydrophobe alors que la partie C-terminal est hydrophile (Holland et al.,
2006 ; Pissano et al., 1994).
1.3.1.6. Activité « chaperon like » des caséines

Les caséines sont de nature hydrophobe, et ne possédent pas de ponts disulfures ce qui
leur confere une grande flexibilit¢ (Reddy Bhanuprakash et al., 2006). Il semblerait que
tous les caséines possédent une activité stabilisante sur d’autres protéines, comparable a

I’activité de chaperon moléculaire (Ronez, 2012 ; Yousefi et al., 2009 ; Morgan et al., 2005).
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Les mémes auteurs ont montré que les og-casé€ines permettent de protéger et stabiliser les
protéines du lactosérum contre 1’agrégation thermique.

D’autres travaux (Zhang et al., 2005) ont démontré que les B-caséines ont une activité
de chaperon moléculaire encore plus importante que les ag-cas€ines. Ces caséines coagregent
avec leurs substrats formant de larges complexes tres stables.

1.3.2. Les protéines du lactosérum

Le lactosérum est un sous-produit de 1'industrie fromagere ou de la production de
caséines. Il est aussi appelé petit-lait. Malgré un aspect jaunatre, le lactosérum n'est pas gras
(Horde, 2014). Le lactosérum bovin est la principale source de protéines lactosériques (voir
tableau 02); il contient approximativement 90% d’eau et 6 a 7% de matiere solide, dont 70 %
de lactose et 10% de protéines (Pearce, 1992).

Les protéines du lactosérum représentent 15 a 28% des protéines du lait (Destouet,
1989). Les quatre protéines majeures du lactosérum sont la B-lactoglobuline (B-1g), la a-
lactalbumine (a-la), le sérum albumine (SA) et les immunoglobulines (Ig), (Farrel et al.,
2004). Ce sont toutes des protéines globulaires possédant une conformation tridimensionnelle
trés organisée (Guillaume, 2006). Les propriétés fonctionnelles de la B-lg et de la a-la sont
affectées par la source du lactosérum, par les techniques de fractionnement et par les facteurs
environnementaux (le pH, la concentration et le pourcentage de lipides résiduels) (Fox, 2003).

La fraction mineure des protéines du lactosérum comprend, pour sa part, les protéose-
peptones (PP) qui sont issues de 1'hydrolyse de la caséine-P par la plasmine, la lactoferrine
(LF), la lactoperoxydase (LP) (Cayot et Lorient, 1998), et les facteurs de croissances
(Pihlanto-Leppala, 2001).
1.3.2.1. Valorisation de lactosérum

Le lactosérum, qui est le plus souvent rejeté, Il est de nos jours, de plus en plus
valorisé en alimentation humaine, en industrie chimique et pharmaceutique, cette valorisation
est rendue possible grace aux systémes de fractionnement (Christansen et al., 2004 ; Molleta
etal., 2002).

Les protéines, en particulier les albumines présentent un intérét par leur propriétés
fonctionnelles, solubilité sur une large gamme de pH, pouvoir émulsifiant, moussant et
gélifiant (Boubezari, 2010). En plus de leur haute valeur nutritionnelle, lieé en particulier a la
présence des acides aminés éssentiels (Firebaugh et Daubert, 2005) elles sont facilement
digérées et assimilées (Robin et al.,1992). Ces protéines sont récupérées sous forme de
concentrés (30-85%) ou d’isolats protéiques (>95%) en utilisant des techniques

d’ultrafiltration, diafiltration ou d’échange d’ions (Fox, 2003).

-6-
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Tableau 02: Principales caractéristiques structurales et physicochimiques des protéines
majeures du lactosérum d’apres (Somma et al., 2008 ; Laneuville Ballester, 2004 ; Wal,

2002; Kussendrager, 1994 ; Cals et al., 1991; Badui, 1990 ; Kinsella et Whitehead, 1989).

Groupe Albumines Protcoses- Globulines
Peptones
Constituantes
électrophoréti a-la B-lg SA C-1|C2| C3 | Eg P-g
-ques
(1)
7o de 19,7 43,7 4,7 46 | 8.6 | 57 13
protéines
C dans le lait 12 32 04 1 0.8
(g
Nombre d’aa 123 162 582 282107
146000 a
141 1 2 <1
PM (Da) 75 8363 66267 5000 1000000
pHi 4.5-4.8 5.2 4.7-4.9 / 5.5-8.3
TD (C°) 65,2 72,8 62,2 / 72,9
Mobilité -3,6 -4,9 65 | -28| 45| -78 |-17| -24
. . . . oligomere ou . .
Structure globulaire | oligomere | globulaire déplissée oligomere
Nombre de 2 S-S 17S-S
4 S- 2 S-
S-S/SH 5-5 ISH ISH / 3255
Structure 14% a 10% a 54% a / /
secondaire 26% B 45% B 40% B
. . ) ) . .. Mammaire et
Origine mammaire | mammaire | sanguine Caséine-3 :
sanguine

C-1, C-2, C-3 : les composés 1, 2 et 3. E-g: eu-globulines, P-g: pseudo-globulines.
1.3.2.2. La p-lactoglobuline

La B-lactoglobuline constitue la protéine majeure du lactosérum qui représente plus de
50% (Sawyer, 2003), de ce fait, elle gouverne le comportement général de 1’ensemble des
protéines sériques (Alomirah et Alli, 2004 ; Heeboll-Nielsen et al., 2004 ; Ye et al., 2000).
C’est la seule protéine a n’avoir pas d’équivalent dans le lait humain (Kantobidis, 2004).

La technique de la spectroscopie infrarouge a permi de mettre en évidence la structure
secondaire de la B-lg qui est caractérisée majoritairement par les feuillets  anti-parall¢les
(Hambling et al., 1992). Les 8 brins présents forment une cavité centrale hydrophobe
(Molinari et al., 1996 ; Papiz et al., 1986 ; Sawyer et al., 1985), c’est le site pour lier les
ligands (Cayot et Lorient, 1997; Wong et al., 1996). Un neuvieme brin, se trouve en position
antiparallele au premier feuillet, est impliqué dans la formation des dimeres (Brownlow et

al., 1997). La structure en hélice a se compose de trois tours au niveau des résidus 130-140.

-7-
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La B-lg contient un groupement SH tres

réactif (De Wit, 2009). La structure secondaire est
stabilisée par des liens hydrogenes, et les deux
ponts disulfures stabilisent la structure tertiaire
(Cheftel et al., 1985). Sa structure a 1’état natif
demeure intacte aux pH acides (Uhrinova et al.,

2000).

FG loop

La B-Ig présente la particularité de posséder
une large gamme d’états d’association en fonction ~ Figure 02: Structure tridientionnelles d’un

de pH:

monomére de B-lactoglobuline d’aprés

. (Brownlow et al., 1997)
A pH < 3, elle se trouve en monomeres se

qui permet & la molécule de lier un ligant (Brownlow et al., 1997). A pH voisine de son pl
(5,2), la B-lg prédomine sous sa forme dimérique (Casai et al., 1988). A pH neutre, la B-lg se
monomeérise et un repliement de la boucle EF vers l'arriére, entrainant la libération des
ligands. Cette déformation réversible est appelée transition de Tanford (Taulier et Chalikian,
2001 ; Préaux et al., 1979).

La B-lg appartient a la famille des lipocalines (Pervaiz et Brew, 1987), capables de
lier de petites molécules (Flower, 1996), de ce fait, elle peut lier des composés aromatiques
(Pelletier et al., 1998), de pigments (Akerstrom et al., 2000 ), des rétinoides (Wang et
al.,1997a), de la vétamine D (Wang et al.,1997b), et du choléstérol (Kontopidis et al., 2004;
Flower et al., 2000). Son role pourrait étre de transporter des molécules pour les protéger
contre ’acidité de I’estomac, vers 1’environnement basique de I’intestin (Wu et al., 1999).

1.3.2.3. La a-lactalbumine

La a-lactalbumine, la plus importante apres
la B-lg (Alomirah et Alli, 2004 ; Heeboll-Nielsen
et al., 2004), c’est une métalloprotéine globulaire
et monomérique (Hochwallner et al., 2010 ; Ye et
al., 2000). La structure tridimensionnelle se

compose de deux domaines, un grand hélicoidal, et

un petit domaine composé d'une série de boucles
et de trois courts feuillets § antiparalléles, et une  Figure 03: Structure tridientionnelles de la o-
courte hélice (Chrysina et al., 2000). La boucle lactalbumine d’apreés (Hochwallner

qui connecte les deux domaines porte un site de etal, 2010)
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fixation du calcium, cette liaison avec quatre ponts disulfures intramoléculaires stabilisent la
structure spatiale ((Permyakov et Berliner, 2000 ; Cayot et Lorient, 1998).

La o-la possede une fonction bien définit dans la régulation enzymatique de la
synthése du lactose (Farrell et al., 2004), en interagissant avec la [ (1,4) galactosyl
transférase pour former le complexe lactose syntase (Wal, 2011). Elle présente 50%
d'homologie avec le lysozyme (Ting et jermigan, 2002), et posséde une activité de lyse des
parois bactérienne, certaines formes de ’a-la peut induirent I’apoptose dans les cellules
tumorales (Permyakov et Berliner, 2000).
1.3.2.4. L'albumine sérique

C’est une protéine d’ogine sanguine qui passe dans le lait par diffusion passive
(Lemieux et al, 2009 ; Farrell et al., 2004). L’AS représente une longue chaine peptidique
avec 582 résidus d’aa (Farrell et al.,, 2004), elle est caractérisée par un haut niveau
d’organisation (Su et al., 2008), les données cristallographiques ont montrées que sa strusture
est constutée de trois domaines stabilisés par un réseau de 17 ponts dissulfure
intremoléculaires, avec un groupement thiol libre (Moriyama et al., 2008). L’AS est
responsable du maintien du pH sanguin (Mehalebi, 2008 ; Carter et Ho, 1994 ; Kinsella,
1984).
1.3.2.5. La lactoférrine

La lactoferrine est sécrétée par la glande mammaire des mammiféres dont la
concentration dans le lait varie selon 1'espece (Farr et al., 2002 ; Sanchez et al., 1988), sa
concentration dans le lait bovin varie considérablement au cours du cycle de lactation entre
0.02et0.4 g.l'] (Palmano et Elgaar, 2002 ; Riechel et al., 1998 ; Hahn et al., 1998).

La LF est une glycoprotéine formée d'une seule chaine polypeptidique (Ye et al.,
2000), elle a une structure formée de deux lobes reliés par une courte chaine peptidique
(Moore et al.,, 1997 ; Kurokawa et al., 1995 ; Bailey et al, 1988). Cette structure est
stabilisée par 17 ponts disulfures intramoléculaires (Baker et Baker, 2004 ; Pierce et al.,
1991). Son pl se situe entre 8.4 et 9 ce qui lui confére une charge positive dans le lait
(Karthikeyan et al., 2000).

La LF est considérée comme une transferrine, capable de lier deux ions Fe*" de fagon
réversible. Elle posséde une multitude de propriétés a la fois nutritionnelles (acides aminés
essentiels) (Troost et al., 2001), fonctionnelles (antimicrobienne (Wakabayashi et al., 2003),
antivirale (Shin et al., 2005 ; Marchetti et al, 2004 ; Van der Strate et al., 2001), ct
antioxydante (Nielsen et al., 2004 ; Satue-Gracia et al., 2000)).
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1.3.2.6. Les immunoglobulines

Ce sont des anticorps amenés activement par des transporteurs membranaires
spécifiques aux glandes mammaires, en faibles quantités (Hahn et al., 1998). Ces Ig sont
importantes et servent en effet a compléter le systtme immunitaire des jeunes mammiferes
(Lonnerdal, 1985), et améliorer la santé digestive chez le consommateur (Smithers, 2008).
1.3.3. La résistance a la digestion

La résistance a la digestion des protéines du lait est démontrée par plusieurs études.
Cette résistance est mis en évidence par le principe de la digestion in Vitro qui consiste a
utiliser des solutions artificielles homologues au suc gastrique et au liquide intestinal (Gbassi,
2010 ; Mandalari et al., 2009).

Les protéines du lactosérum, en particulier la B-la et la a-la sont capables d’étre stables
dans les conditions gastriques, ¢tant résistant a la pepsine gastrique (Dupont et al., 2009 ; Li
et al., 2004 ; Fu et al., 2002 ). Mais elles sont hydrolysées dans les conditions intestinales
progressivement (Li et al., 2004 ; Uhrinova et al., 2000).

Les caséines coagulent sous l'action des enzymes de l'estomac et puis sont libérées

vers l'intestin, elles sont donc considérées comme des protéines lentes (Boirie, 2004).
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I1.1. Définition des propriétés fonctionnelles

Les propriétés fonctionnelles sont définies comme 1’ensemble des caractéristiques
physico-chimiques affectant le comportement d’un ingrédient dans une formulation durant les
transformations technologiques (Kilara, 1984). La connaissance des propriétés d’un
ingrédient permet d’améliorer les procédés de fabrication, et donne acces a son utilisation. La
fonctionnalité des protéines est le résultat d'interactions moléculaires de ces derni¢res avec
leur environnement (autres molécules, pH, température...) (Louisot, 1997).

Pour mieux les comprendre, il faut expliquer d’abord les interactions et les liaisons

misent en jeux.
I1.2. Interactions protéines-protéines

Les interactions rencontrées dans les assemblages protéiques peuvent étre différentes
par leur nature, leur énergie, leur spécificité et les conditions physico-chimiques du milieu
(Stites, 1997). Les principales forces responsables des interactions protéines-protéines sont:
I1.2.1. La complémentarité stérique: une complémentarité entre les surfaces
interfaciales est indiquée, Le degré de complémentarit¢ dépend du type d'interaction des
protéines (Jones et Thomton, 1996).

I1.2.2. Les liaisons hydrogénes: qui s’établissent des interactions entre un atome
¢lectronégatif et un atome d’hydrogene (Xu et al., 1997), ce sont les ponts qui régissent les
interactions des protéines avec 1’eau et qui influencent leur solubilité. Ils ont une énergie
potentielle entre 10 et 40 kJ.mol™ (Archakov et Ivanov, 1999).

I1.2.3. Les interactions électrostatiques: qui s’établissent entre les acides aminés
anioniques et les acides aminés cationiques, ce type de liaisons est trés dépendant du pH et
peuvent tre répulsives ou attractives selon le signe de la charge (Drozdov-Tikhomirov et al.,
2001). Ces liens ont une énergie potentielle de 25 a 50 kJ.mol' (Archakov et Ivanov, 1999).
I1.2.4. Les interactions hydrophobes: qui s’établissent entre les acides aminés
branchés et aromatiques des protéines et les graisses. Elles sont responsables des propriétés
émulsifiantes et moussantes (Selmane, 2010 ; Tsai et al., 1997).

I1.2.5. Les liaisons covalentes: représentées par les ponts disulfures résultants de
'oxydation des groupements thiols de deux résidus de cystéines, ces ponts assurent une

certaine rigidité a la matrice protéique (Visschers et Jongh, 2005).
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I1.3. Propriétés technofonctionnelles des protéines laitiéres

I1.3.1. Propriétés d'hydratation

Dues aux interactions protéine-eau : absorption, rétention d'eau, solubilité, viscosité ...
I1.3.1.1. La solubilité: Aussi bien que la capacité d'hydratation dépendent surtout du pH;
minimales au pl (Boland, 2002 ; Cheftel et al., 1985).
I1.3.1.2. La viscosité: Suit les mémes évolutions (minimale au pl) en raison de la
prédominance d'interactions électrostatiques (attractives au pl et répulsives aux pH acide ou
alcalin) (Fonkwe et Singh, 1996).
I1.3.2. Propriétés de texturation

Dues aux interactions protéine-protéine : précipitation, coagulation, gélification.
I1.3.2.1. Coagulation enzymatique: A la suite de I'action de la chymosine sur la micelle de
caséine, il se forme un réseau de micelles associées par des interactions hydrophobes. Il s'en
suit une séparation de phase appelée synérese, au cours de laquelle le lactosérum exsude
(Ikeda, 2003 ; Relkin, 1998 ; Cheftel et al., 1985). Ce gel se forme a pH 6-6,5 et nécessite la
présence de Ca>". Le temps de formation et la texture des gels dépendent de la température,
du pH initial (Bryant et McClements, 2000 ; Hongsprabhas et al., 1999 ; Clark, 1998).
11.3.2.2. La gélification: Le gel formé par les micelles de caséines se produit lors d'un
abaissement lent et progressif du pH a partir de pH 5,5, les micelles se fusionnent par
interactions hydrophobes; la perte de charges de surface réduit les répulsions électrostatiques
entre les micelles (Britten et Giroux, 2001).

Le gel obtenu par les protéines sériques nécessite un traitement thermique (Bryant et
Mec Clements, 1998 ; Cayot et Lorient, 1997). Si la concentration est suffisante (5%
minimum), le chauffage facilite 1'échange intermoléculaire de ponts disulfure (Fox, 2003;
Euston et Hirst, 1999 ; Cheftel et al., 1985).
I1.3.3. Propriétés d’interface

S'expliquent par des interactions protéine-molécule peu polaire ou protéine-molécule
gazeuse: propriétés ¢Emulsifiantes et moussantes. Ces propriétés sont tres fortement
influencées par 1'état de dénaturation, le pH, les sels présents et les traitements servant a la
préparation des ingrédients (Cheftel et al., 1985).

Les interfaces eau/huile des émulsions ou eau/gaz des mousses sont stabilisées par des
molécules amphipolaires tel que les protéines. La formation de ces systemes dispersés est
favorisée par l'adsorption de protéines, qui se comportent comme de véritables agents

tensioactifs (Bonnet, 2008 ; Dickinson, 2003).
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11.3.3.1. Propriétés émulsifiantes

Les protéines sont d'excellentes émulsifiantes pour trois raisons: abaissement de la
tension interfaciale eau/huile, formation d'un film rigide, stabilisation électrostatique, stérique
et osmotique (Thakur et al., 2008). La formation d'un film épais n'est possible qu'avec des
protéines globulaires telles que la B-la ; la stabilisation d'une émulsion est facilitée par des pH
extrémes (Dutta et al., 2004 ; Ettelaie et al., 2003).
I1.3.3.2. Propriétés moussantes

Elles impliquent une structure protéique compacte soluble assez concentrée (Regab et
al, 2004 ; Sagis et al., 2001), pour cette raison, les caséines forment des mousses fines,
légeres, peu stables. Au contraire, les protéines sériques forment des mousses fermes,
compactes (principalement la B-lg) et trés stables (Gonzalez et al., 2004).
Tableau 03: Propriétés fonctionnelles des caséines et des protéines du lactosérum d’apres

(Bocquet et al., 2003 ; Louisot,1997).

Propriétés Caséines Protéines lactosériques

Rétention d’eau élevée avec formation
‘ Rétention d’eau s’accroissant avec la
Hydratation de colle a forte concentration. '
. . dénaturation
Minimum a pHi

Tres solubles a tous les pH

Solubilité Insolubles a pH 4,6
Insoluble a pH 5

Solutions trés visqueuses a pH neutre . ' _
Solutions peu visqueuses sauf si

Viscosité et alcalin. Viscosité minimale au pHi
thermodénaturées
4,6
Pas de gélification thermique sauf en
présence de Ca®" ou de polyosides. Thermogélification a partir de 70C°;
Gélification ) ] ] )
Gélification de micelle par la influence de pH et des sels
chymosine
Propriétés Exéllentes propriétés émulsifiantes | Bonnes propriétés émulsifiantes sauf
émulsifiantes surtout a pH neutre et alcalin a pH 4 et 5 si thermodénaturation
Propriétés | Bon foisonnement mais faible stabilité Bon foisonnement et excellente
moussantes des mousses Kk >f >as; stabilité des mousses B-lg > a-la
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I1.4. Exploitation biotechnologique des protéines du lait

Dans l'industrie moderne d'assemblage, et plus particulierement au cours des
opérations de formulation, une bonne connaissance des propriétés techno-fonctionnelles des
protéines laitieres permet de maitriser leur utilisation dans la confection de nombreux produits
(Salvatore et al., 2011). L'apparition de nouvelles techniques industrielles de fractionnement
et de purification doit étre également un facteur favorable pour ['utilisation de protéines
laitiéres dans les industries cosmétiques et pharmaceutiques (Gaucheron et Tanguy, 2009).

Les protéines laitieres peuvent avoir des fonctions nutritionnelles et thérapeutiques,
sous forme d'hydrolysats de concentrés de protéines de lait, ces préparations servent d'apport
protéique pour les sujets dénutris ou atteints d'insuffisance digestive (Smithers, 2008). En
diététique infantile, sous forme hydrolysée, ces protéines constituent un apport azoté adapté a
l'alimentation des nourrissons (Fredot, 2005). Enfin, elles ont d'importantes potentialités en
cosmétique et hygiéne bucco-dentaire (propriétés hydratantes, bactériostatiques), en
thérapeutique (propriétés antibactériennes des immunoglobulines et propriétés régulatrices de
la lactoferrine) et en pharmaceutique (encapsulation, nanoparticules) (Gbassi, 2010). En
revanche, les propriétés non alimentaires et non thérapeutiques sont devenues trés peu
utilisées (bioplastiques, papeterie, colles...) (Jaujou et Steude, 2011).

Tableau 04: Quelques exemples d'utilisation technologiques des protéines du lait d’apres

(Jaujou et Steude, 2011 ; Gbassi, 2010 ; Cayot et Lorient, 1997 ; Lorient et al., 1991).

Secteur Produits Propriétés fonctionnelles
Alimentaire Yaourt, fromage, mousses... Gélifiante, coagulante, moussante...
Dermatologie (soulagement de la Gélifiante et émulsifiante.
Cosmétique peau sensible, irritée et seche).
Hygieéne buccodentaire (gels) Hydratante et bactériostatique.

' . Peptides d’hydrolyse des caséines.
Produits régulateurs du sommeil. . ‘ '
Médicale . . Propriétés régulatrices des protéines
Contrdle de la tension artérielle. )
du lactosérum (lactoferrine).

Encapsulation des probiotiques.
_ Gélifiante, émulsifiante, agrégation,
Nanoparticules ou vecteurs. ) ' )
Pharmaceutique o ) interactions protéines-
Excipients gélifiants pour les

. polysaccharides.
systemes matriciels.
Industries des Bioplastiques (emballages), Gélifiante, émulsifiante,
biomatériaux papeterie, colles, gommes. hydratantes.
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II.5. Traitement des protéines laitiéres par les procédés de

séparation

Du fait de l'intérét considérable porté aux protéines laitieres, les procédés de
fractionnement des protéines ont été largement étudiés depuis une quarantaine d'années.
IL.5.1. Précipitation fractionnée

Cette technique exploite, dans des conditions physico-chimiques données, une
différence de solubilité entre les protéines pour leur séparation (Tolkach et al., 2005). A titre
d’exemple, le chauffage modéré de lactosérum a un pH voisin de 3,5 permet de déstabiliser et
de précipiter ’a-la en libérant le calcium fixé sur la protéine, tandis que la B-Ig reste soluble
(Bramaud et al., 1997). La précipitation fractionnée se caractérise par un bon rendement et
une forte pureté de la protéine cible mais elle ne permet que dans de rares cas de valoriser
simultanément plusieurs protéines (Gésan-Guizio et al., 2011).

I1.5.2. Procédés chromatographiques

Parmi les nombreux procédés chromatographiques qui existent (exclusion de taille,
échange d’ions, phase inverse, affinité), celle d’échange d’ions est de loin la plus utilisée a
I’échelle industrielle (Noppe et al., 1999). Ce procédé opére par adsorption spécifique des
protéines sur une résine possédant un potentiel d’échange de cations ou d’anions.

Dans le cas de I’adsorption sélective (Gésan-Guizio et al., 2011), seule la protéine
d’intérét est retenue sur la résine lors de la phase de fixation. Apres lavage de la colonne, sa
récupération est possible grace a [’utilisation d’un solvant adéquat. Pour les procédés
d’élution sélective, I’ensemble des protéines est fixé sur la résine (Etzel, 1999). Des ¢lutions
successives avec des conditions physico-chimiques définies, permettent alors de décrocher
séparément les différentes protéines d’intérét. Les techniques chromatographiques possedent
I’avantage d’aboutir a des fractions protéiques intégrales et fonctionnelles de grande pureté.
Néanmoins, leur cott est trés élevé (Doultani et al., 2004).

I1.5.3. Procédés membranaires

Sont largement utilisées, permettent de concentrer ou d’extraire sélectivement des
especes dissoutes ou en suspension (Muller et al., 2003 ; Maubois et Ollivier, 1998).

La séparation s’effectue sous I’effet d’un gradient de pression au travers d’une
membrane semi-perméable qui joue le role de tamis moléculaire, le liquide a filtrer est pompé
d'une facon tangentielle du réservoir d'alimentation jusqu'a la membrane qui, sous l'effet de la

pression, laisse s'échapper une partie du solvant et des solutés (perméat), et la fraction retenue
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par la membrane (retentat) est recirculée vers le bac d'alimentation ou prélevée comme telle
(Bals et Kulozik, 2003).

Les caractéristiques des membranes utilisées: diametres des pores, gradient de
pression transmembranaire, permettent une classification schématique de ces opérations, elles
comprennent la microfiltration, 1'ultrafiltration, la nanofiltration et I'osmose inverse (Cayot et
Lorient, 1998), ses principales caractéristiques sont résumées dans le tableau 5. Les procédés
membranaires permettant d’obtenir des produits intégraux et de meilleure qualité, avec un
cout avantageux (Lu et al., 2007 ; Fuda et al.,, 2004). Cependant, le colmatage est le
probleme majeur lors de la manipulation des procédés a membranes car il cause un
abaissement de flux de perméabilité et de sélectivité (Baumy et al., 1990).

Tableau 05: Principales caractéristiques des différents procédés de séparation & membranes
utilisées en technologie laitiere d’apres (Alpha-Arzat, 2008 ; Esan-Guiziou, 2007 ; Aimar,

2006 ; Cayot et Lorient, 1998).

Procédés
Caractéristi
Osmose
-ques Microfiltration Ultrafiltration Nanofiltration
inverse
Pores <0,lum 1 a500 nm 0,1alnm <0,Inm
Pression 0,1 a2 bar 2 a10 bar 7 4 40 bar 30 a 80 bar
Solvant, Solvant, sels,
Perméat ) Solvant, sels, Solvant
especes dissoutes lactose
Bactéries,
Retentat micelles protéines sériques lactose sels
Globules gras
. Concentration des .
o Concentration des ] Concentration
débactérisation . protéines du
' protéines du lactosérum
Fractionnement ' lactosérum '
Applications Préparation du ' Concentration
des globules gras Séparation des ‘
préfromage o des sels du lait
o antibiotiques du
liquide _
lait
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II1.1. Généralités sur la pharmacie galénique

La pharmacie galénique est I'art de formuler les médicaments. Elle va permettre de
présenter le principe actif a des doses différentes et sous différentes formes galéniques (les
formes d'administration du principe actif au patient) (Smola, 2008).

Le développement galénique consiste a choisir la voie d’administration, la forme
galénique, les excipients, les procédés de fabrication, les matériaux de conditionnement et les
conditions de conservation, en vue d’une réponse optimale aux besoins thérapeutiques en
termes de vitesse, de durée d’action et de tolérance par le patient (Viault, 2006).

On entendu par médicament, toute substance ou composition possédant des propriétés
curatives ou préventives a I’égard des maladies humaines ou animales. Autrement dit, il s’agit
d’une préparation administrée a ’homme ou a 1’animale afin de prévenir, diagnostiquer ou
soigner une pathologie. Le médicament peut é&galement corriger ou modifier le
fonctionnement de 1’organisme (Viault, 2006 ; Pennaforte, 1999).

Un médicament comprend une partie responsable de ses effets sur I’organisme, le
principe actif (PA), et le plus souvent, une partie inactive faite d’un ou plusieurs excipients
(Dangoumau, 2006). Afin que le PA ait une activité systémique, il faut qu'elle puisse quitter
le support galénique, qu'elle migre et franchisse les barriéres biologiques et soit enfin
absorbée (Boudendouna, 2010). C'est ce qu'on appelle la mise a disposition du PA vis a vis
de I'organisme. Cette mise a disposition correspond donc aux phases successives de libération,
dissolution, transport et absorption (Aiache et al., 2007 ; Moreton, 2006).

On considere deux sortes de principes actifs: les PA insolubles qui exercent un effet
local dans une région du tractus gastro-intestinal (TGI) et les PA solubles qui exercent un
effet systémique suite a leur dissolution et a leur absorption subséquente dans une des régions
du TGI (Millan et al., 1998 ; Caraballo et al., 1996) ct finalement sa dose déterminant
l'usage et la quantité d'un diluant (Chowhan et Chi, 1986). La connaissance des propriétés
physico-chimiques du principe actif constitue 1'étude de préformulation, dont le but est de
déterminer les propriétés physicochimiques du PA seul et lorsqu'il est mélangé avec les autres
excipients de la forme finale (Dangoumau, 2006).

L'administration des médicaments pourrait €tre par voie orale, nasale, rectale,
sublinguale, vaginale, intraveineuse, intraartérielle, intramusculaire, sous-cutanée,
transdermique, ophtalmique, etc. Cependant, l'administration par voie orale des formes
galéniques solides, particulicrement des comprimés et des gélules, reste la plus fréquemment

utilisée (Dangoumau, 2006).
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II1.2. Les comprimés

Les comprimés constituent une forme galénique trés populaire. Cette domination
s’explique par les avantages proposés aussi bien aux industriels qu’aux malades. En effet, une
manipulation simple, un prix abordable, une charge précise en substance active et une plus
grande stabilité microbiologique que les formes liquides (Jérome Ribet, 2003). Ils sont
obtenus par agglomération sous pression de principes actifs et excipients. On administre des
doses unitaires allant du centigramme au gramme (Dangoumau, 2006).

I11.2.1. Classification des comprimés

Les comprimés sont classés selon leur forme, ils sont habituellement de forme
cylindrique et aplatie, parfois de baguette ou de batonnet (Zhang et al., 2004) et également,
selon le mode de libération, on trouve des comprimés a libération immédiate, a libération
retardée, se sont principalement des formes gastrorésistantes, pelliculées ou a délitement
entérique qui sont destinées a éviter la mise a disposition de principe actif au niveau de
I’estomac (Chourasia et Jain, 2003). 11 existe aussi des formes a libération prolongée, elles
liberent d’abord une dose initiale, puis la libération est progressive en fonction du temps
(Lahnin, 2002).

I11.2.2. Les méthodes de compression

Il existe différents processus pour formuler une substance active sous forme d’un
comprimé. Ces processus nécessitent généralement un simple mélange, une granulation
(séche, humide) ou un séchage (atomisation, lyophilisation) et aboutissent a une formulation
finale (Zhang et al., 2004).

La compression directe permet de simplifier le processus de fabrication des
comprimés, en effet, elle nécessite des opérations moins nombreuses que les méthodes par
granulation (figure 04) et met également en ccuvre moins d’excipients (Lewis et Simpkin,
1994).

Vu que les propriétés physiques et technologiques des excipients sont souvent
insuffisantes pour pallier les problémes technologiques posés par les principes actifs, la
formulation des comprimés fait souvent intervenir une étape de granulation par voie séche ou
par voie humide dans le but d’améliorer 1’écoulement, la comprimabilité et la cohésion du
mélange de poudre (Ormiis, 1994 ; Kristensen et Schaefer, 1987).

La granulation par voie humide est la plus courante, elle comporte plusieurs phases:
humidification par un liquide de mouillage, granulation au moyen d’un granulateur, séchage

et broyage-tamisage (Le Hir, 2006).
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La granulation par voie seche est utilisée lorsque le PA ne supporte ni ’humidité ni le
séchage, ou lorsque il est trop soluble dans les liquide de mouillage. Elle comporte deux
phases: compression et broyage-tamisage (Le Hir, 2006).

M¢élange des poudres
(Principe actif +Excipients)

l

Granulation humide Granulation séche compression directe
Mouillage Compression
Granulation
Séchage
Broyage Broyage
Tamisage Tamisage

Mélange

+

Désintégrant et lubrifiant

Compression

Figure 04: Représentation des différentes voies de préparation des comprimés d’apreés
(Boudendouna, 2010)

I11.3. Les excipients

L’IPEC (International Pharmaceuticals Excipients Council) définit I’excipient comme
une substance pharmaceutique inactive, évaluée pour une utilisation en toute sécurité, ajoutée
volontairement et incluse dans une forme galénique pour aider 1’administration du principe
actif (Breitkreutz et Boos, 2007).

Un excipient, appelé également adjuvant, correspond soit a une entité chimique, ou a
un mélange plus ou moins complexe d'origine synthétique ou naturelle (Davies, 2001).

Chaque excipient est défini d’une part, par des caracteres physicochimiques
(solubilité, pH, viscosité...); et d’autre part, par des caracteéres technologiques (effet sur

dureté, friabilité des comprimés...) (Baldrick, 2000).
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Tableau 06: Comparaison entre excipients et principes actifs pharmaceutiques d’apres

(Rafidison, 2008).

Principes actifs Excipients
Valeur élevée, faibles volumes Valeur faible, Volumes importants
Sources limitées Sources multiples
Programmes de fabrication dédiés a la Usages multiples hors pharmacie
pharmacie (alimentaire, cosmétique...).
Plus réglementés Moins réglementés

I11.3.1. Fonctions des excipients
Les excipients sont utilisés dans les formulations pharmaceutiques dans le but
d'assurer plusieurs fonctions, parmi lesquelles:
v’ Faciliter I’administration des PA (donner lieu a une forme pharmaceutique : gélule,
suppositoire, gel, gouttes, liquide, en rapport avec le mode d'administration).
v Moduler la dissolution et la biodisponibilité de PA et cibler sa libération (Nachaegari
et Bansal 2004).
v’ Assurer la stabilisation du PA et par conséquent la conservation jusqu’a la limite
d’utilisation fixée (Pifferi et Restani, 2003).
Ces différents roles seront précisés pour chaque catégorie d’excipients et a propos des
formes pharmaceutiques (Nachaegari et Bansal 2004).
I11.3.2. Caractéristiques d'un excipient idéal
Un excipient idéal doit présenter une fluidité élevée permettant I'écoulement facile des
poudres dans les comprimeuses. Ces liaisons interparticulaires ne doivent pas affecter la
biodisponibilité du médicament (Airaksinen, 2005a). I1 doit étre peu coliteux (Ribet, 2003).
Une seule propriété est commune a tous les excipients, l’inertie: vis-a-vis de
I’organisme, du PA et des matériaux de conditionnement (Airaksinen, 2005b). Ainsi
I’excipient ne doit pas conduire a une quelconque toxicité (Davies 2001). En fait, un certain
nombre d'excipients sont réputés a effet notoire dii souvent a des phénomenes allergiques ou a
des intolérances individuelles (insuffisance enzymatique par exemple) (Smola, 2008).
I11.3.3. Classification des excipients
Les excipients sont classés en plusieurs catégories apportant chacune au PA les
qualités qui lui manquent (Chaudhari et Pand Patil, 2012). IIs sont généralement classés

selon leurs fonctions principales, mais également selon leur origine en excipients d’origine
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animale (lactose, gélatine), végétale (cellulose, gomme d’acacia), minérale (phosphate de
calcium, talc), et synthétique (acide borique, polysorbates) (Pifferi et Restani, 2003).
I11.3.4. Excipients utilisés dans les comprimés

Les principaux excipients utilisés dans les formes posologiques solides, dont les
comprimes, sont classés selon leur fonction en:
I11.3.4.1. Diluants ou agents de remplissage: ce sont les excipients majeurs d'une
formulation pharmaceutique, jouent un réle dans I’ajustement de la masse du médicament, en
permettant la dispersion des constituants du médicament dans un volume suffisant quand le
PA est de faible dose (Cartilier et Moés, 1987). Les diluants les plus utilisés sont le lactose
en premier (Wirth et al.,, 1998), des polyols (mannitol), des polysaccarides (cellulose
microcristalline) (Jivraj et al., 2000 ; Peris-Tortajada, 2000 ; Sturgeon, 2000), et des
minéraux (le monohydrogénophosphate de calcium déshydraté) (Bryan et McCallister,
1992).
I11.3.4.2. Liants ou agrégants: sont ajoutés dans la formulation pour leurs propriétés
cohésives (Dangoumau, 2006 ; Peck et al., 1989). Ce sont des polymeres hydrophiles
naturels ou synthétiques utilisés pour améliorer l'apparence, la dureté et la fiabilité¢ des
comprimes, sans influencer les propriétés de désagrégation du comprimé et la vitesse de
dissolution du PA (Visavarungroj et Remon, 1992 ; Upadrashta et al., 1992). Ils sont
susceptibles de renforcer ou favoriser les liaisons interparticulaires et permettent de diminuer
la force de compression (DeMerlis et al., 2011). Parmi ces liants on distingue des dérivés
cellulosiques et de certains polymeres (polyéthylene glycol) (Crowley et Martini, 1990).
I11.3.4.3. Désintégrants: permettent la libération du PA dans I’organisme ou dans 1’eau en
détruisant la structure stable de la forme pharmaceutique par réaction chimique et/ou physique
(Baldrick, 2000).
I11.3.4.4. Les lubrifiants: permettent 1’amélioration de la fluidit¢ de la poudre et par
conséquent le remplissage régulier de la chambre de compression (stéarate de magnésium,
talc, dérivés de la silice...), ils permettent aussi la diminution de I’adhérence de la poudre au
poingon et a la matrice du machine de compression (Baldrick, 2000).
I11.3.4.5. Colorants: substances colorées servant de témoin d’homogénéité d’un mélange de
poudres ou a identifier le médicament fini (Dangoumau, 2006).
I11.3.4.6. Edulcorants ou correctifs: modificateurs du golt permettant de rendre une
préparation agréable ou de masquer le mauvais gotit d’'un PA (Chaudhari et Pand Patil,

2012).

-21-



Chapitre 111 Excipients communs aux formes galéniques seéches

I11.3.4.7. Conservateurs: substances destinées a empécher la dégradation chimique ou
I’altération microbiologique d’un médicament (Dangoumau, 2006 ; Johansson, 1984).
II1.3.4.8. Les polyméres: formant une classe particuliere d'excipients, qui sont
principalement utilisés dans la préparation des formes a libération controlée du PA (Chebli,
2000).

Dans le but d'assurer la libération du PA et de maximiser sa dissolution, les
formulations ne contiennent pas nécessairement tous les excipients précédents. En fait, en
diminuant le nombre des adjuvants, on réduit le risque d'interférence avec la biodisponibilité
du PA et la compatibilité des ingrédients de la formulation (Rudnic et Kottle, 1996).

Pourtant, la réussite d'une formulation dépend en grande partie de la compatibilité de
chacun des excipients utilisés avec le PA a libérer (Serajuddin et al., 1999 ; Scott, 1999;
Rowe et Roberts, 1998), dans certains cas, une incompatibilité excipient-PA est révélée
(Wirth et al., 1998 ; Healy et al., 1997). Parfois une telle interaction excipient-PA est jugée

favorable aux propriétés finales du médicament (Cordoba-Borrego et al., 1999).
I11.4. Principaux facteurs affectant I’administration par voie orale

Apres I'administration par voie orale d'une forme galénique solide, la substance active
doit étre libérée et absorbée pour avoir un effet thérapeutique. Ceci peut étre affecté par
plusieurs facteurs dont il faut tenir en compte lors de la formulation galénique (Tableau 7). Ils
sont soit d’ordre physicochimiques dépendant de PA, ou physiologiques dépendant de 1’état
physiopathologie ou nutritionnelle du sujet (Kendall et Basit, 2006 ; Nugent et al., 2001), et
ainsi peuvent étre d’ordre galénique dépendant des excipients employés (Beesh, 2010).
Tableau 07: Facteurs influengant I’absorption gastro-intestinale d’apres (Deferme et al.,

2008 ; Griffin et Driscoll, 2008 ; Lee et Mukherjee, 2007 ; Kinget et al., 1998).

Facteurs liés aux propriétés
du principe actif

Facteurs liés a la
physiologie du TGI

Facteurs liés a la forme
galénique

Solubilité
pH et PKa
Log P (coefficient de partage
octanol/eau)
Interactions ioniques
Taille des particules
Capacité a former des
liaisons hydrogenes
Forme cristalline

Vitesse de vidange gastrique
Motilité du TGI
pH de chaque compartiment
Surface d’absorption
Meétabolisme intestinal
Mécanismes de transport
Enzymes appliquées dans la
digestion
Débit sanguin
Pathologie du TGI

Type de formulation
galénique
Effets des excipients sur la
vitesse de dissolution et de
désintégration
Effets biologiques des
excipients
Mode de libération
Technique de fabrication
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I11.4.1. Excipients polyméres a libération ciblée du principe actif

Les excipients sont souvent reconnus responsables de la dégradation et la libération du
médicament. Plusieurs travaux ont montré 1‘importance du choix des excipients pour une
formulation réussie et l'intérét de les considérer comme des agents stabilisateurs du
médicament (Crowley, 1999; Selzer et Krenter, 1999; Brandi et al., 1999).

La recherche de nouveaux systeémes pour la libération ciblée de médicament dans le

tractus gastrointestinale constitue un aspect relativement récent et particulier dans le
développement des sciences biopharmaceutiques (Assaad et al., 2011 ; Assaad et Mateescu,
2010 ; Lemieux et al., 2009 ; Brouillet et al., 2008 ; Calinescu et al., 2007 ; Rudnic et
Kottle, 1996). Ces systemes doivent bien traiter avec les parametres de chaque compartiment
du tractus gastrointestinale (résistance a la dégradation ou a la perméabilité jusqu’au site de
libération), le tableau 08 résume ces principaux parametres.
Tableau 08: Principaux parameétres physiologiques et caractéristiques des fluides du tractus
gastrointestinale influencant la libération du principe actif d’aprés (McConnell et al., 2008 ;
Rubinstein, 2007 ; Kendall et Basit, 2006 ; Vandamme, 2002 ; Horter et Dressman,
1997).

Estomac Intestin gréle Gros intestin
Duodénum | jéjunum | ilion CDh CP
Aprées repas | 118482 2124110 187
Volume de fluide i
Nourriture / 54441 11426
(ml)
jeune 45+18 105+£72 13£12
Sécrétion acide Basal 1-5 / /
(mEq /ml) Maximal 6-40 / /
jeune 1-2,5 6,5 6,6+0,5 7,5£0,5 | 6,5£0,6 | 7£0,7
H
P Apres repas 04 5,4 5,6+0,4 7,3 /
Bicarbonate
/ 6,7 6 40 / 30
(mM)

Calcium (mM) 0,6+0,2 / 0,5+0,3 / / 2145,2
F. ionique (mM) 0,1£0,025 / 0,13+0,01 / / /
Durée de transit

1-5 / 1-2 2-3 15-48 /
(h)
CD : colon distale ; CP : colon proximale
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I11.4.1.1. Systéemes basés sur les variations de pH

L’utilisation des excipients polymeres dont la solubilité est pH dépendante est basée
sur les différences de pH qui existent le long du tractus gastrointestinal (TGI). Le pH
augmente progressivement de la sortie de 1’estomac vers le colon. Ces polymeéres sont
insolubles et imperméables au milieu acide de I’estomac, par contre, ils deviennent solubles
par ’augmentation de pH (Siepmann et al., 2008). Ces polymeéres sont principalement
employés pour assurer la libération du PA au niveau du I’intestin gréle (IG) (Basit et Bloor,
2003 ; Watts et Illum, 1997).

De nombreuses formes galéniques sont actuellement a I’étude, a titre d’exemple, les
systemes enrobés ou les systemes matriciels a base d’excipients polymeres sensibles au pH
(Boudendouna, 2010 ; Aditya et Stephen, 2006).

L’enrobage représente 1’approche technique la plus simple pour une formulation
pharmaceutique a délivrance spécifique au niveau du I’IG (Akhagari et al., 2005). Il offre
également un avantage significatif en termes de cout et de facilité de fabrication ; plusieurs
formes (comprimés, gélules, granules) peuvent étre pelliculées avec une ou plusieurs couches
en utilisant un ou plusieurs polymeres entériques (Aimone et al., 2009 ; Mastiholimath et
al., 2007 ; Khan et al., 1999), soit un polymeére entérique avec un autre pH dépendant (Singh,
2007 ; Yang et al., 2003 ; Gupta et al., 2001 ; Rudolph et al., 2001).

I11.4.1.2. Systémes basés sur la durée du transit

L’utilisation des excipients polymeres qui se dégradent aprés un intervalle de temps
déterminé permettra de réaliser une libération spécifique dans I’IG. Toutefois, cette libération
peut étre perturbée par certains facteurs physiologiques comme la durée de vidange gastrique
(tres variable est influencable par la taille et la densit¢ de la forme pharmaceutique
administrée), ou I’ingestion des repas (McConnell et al., 2009). Ces effets de variation de la
durée de vidange gastrique peuvent étre minimisés en protégeant le PA avec un enrobage
entérique adéquat (Mastiholimath et al., 2007 ; Cheng et al., 2004).

I11.4.1.3. Systémes basés sur la bioadhésion

La bioadhésion est définie comme étant un phénomene interfacial entre le polymere
bioadhésif et le mucus qui recouvre les tissus naturels. La bioadhésion permet d'immobiliser
une forme galénique dans un site particulier et constitue ainsi une alternative récente au
prolongement du temps de résidence dans une partie donnée du TGI (Aiache et al., 2007).

Dans ce type de formulation, les principaux polymeres utilisés sont des polymeres
cellulosiques, acryliques (réticulés ou non) ou naturels (gommes, protéines de lait) (Assaad,

2012).
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Conclusion

A la lumiére de cette recherche relative au développement d’une forme galénique
séche a administration orale, a base des protéines laitieres, nous avons obtenu les résultats
suivants:

D’apres les controles pharmacotechniques effectués sur le granulat résultant de la
granulation par voie humide, et sur les comprimés fabriqués, les protéines du lait expriment
une compatibilité avec les autres excipients proposés, la gomme arabique et le saccharose.

En effet, le granulat présente une granulométrie uniforme, un bon pouvoir
d’écoulement et un volume apparent conforme.

Les comprimés obtenus répondent aux exigences de la Pharmacopée Européenne
(2005), ils présentent de bonnes caractéristiques macroscopiques, une uniformité de masse et
une bonne friabilité.

En vue des résultats obtenus lord du test de désagrégation, il est évident que le
comprimé développé représente une matrice résistante a la désagrégation a (pH=1,2)
correspondant au pH gastrique. Cette résistance est traduite par la formation d’un gel
surfacial, grace a des interactions hydrophobes et ¢lectrostatiques, entre les protéines totales
du lait. Ce gel retarde la diffusion de solvant a I’intérieur de la matrice, et par conséquence, la
désagrégation lente de cette dernicre.

Apres ¢étude de la dissolution d’une substance modele, par méthode
spectrophotométrique, dans les milieux a (pH=1,2) et a (pH=6,8), il est constaté que la
libération est pH dépendante, contrdlée par I’épaisseur du gel formé. En effet, la libération est
trés lente a pH acide ou le gel est trés épais, et elle s’étale pendant un temps qui dépasse le
temps de vidange gastrique. En revanche, elle est immédiate a pH alcalin, ou le gel est trés
fin, voir absent.

Ces résultats, supportent 1’hypothése émise que les protéines du lait peuvent Etre
utilisées comme excipient a libération retardée, afin de protéger le principe actif contre
I’acidité de I’estomac, ou au contraire protéger I’estomac contre les effets secondaires du
principe actif.

En perspectives, il est souhaitable de compléter cette recherche, en étudiant le

comportement de ces protéines in vivo.
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Introduction

Introduction

L'amélioration de la thérapie médicamenteuse ne concerne pas seulement le
développement de nouvelles entités chimiques, mais elle implique aussi une association
convenable entre une substance active et un systéme de libération.

Dans ce sens, les caractéristiques physico-chimiques et les propriétés des excipients,
ainsi que la formulation dans son ensemble contribuent a l'efficacité de la thérapie d'un
médicament (Girard et al., 2004; Weinbreck et al., 2003).

De nos jours, un intérét particulier est porté au controle de la vitesse et du site de
libération des médicaments dans les différentes formes galéniques (Soltani, 2011). En effet,
plusieurs études ont montré que certains principes actifs perdent leur action thérapeutique lors de
I’exposition a ’acidité de I’estomac (Singh et Kim, 2000). L’enrobage représente 1’approche la
plus utilisée pour pallier a ce probleme. Cependant, le cout élevé, la manipulation complexe et la
nécessité d’expertises, constituent des inconvénients majeurs, spécialement pour les pays en
développement.

L’utilisation d’un grand nombre d’excipients d’une nature chimique est couramment
appliquée. En revanche, les effets secondaires de ces excipients présentent un probleme de la
santé¢ humaine.

Dans ce sens, le recours a l'utilisation des polymeres naturels incorporés directement
dans le développement de différentes formes galéniques séches, de fagon a protéger le
principe actif, devient trés commun dans l'industrie pharmaceutique. Parmi ces polymeres, on
cite les protéines du lait.

Le lait, est une source unique pour les étres humains de protéines de haute qualité,
présentant des propriétés incomparables, tant sur le plan nutritionnel que sur le plan
technofonctionel, aussi bien a 1'état natif qu'aprés traitements, chimique, physique ou
enzymatique: absorption d'eau, solubilité, gélification et, émulsification (Boubezari, 2010 ;
Thakur et al., 2008 ; Firebaugh et Daubert, 2005).

Les protéines du lait ont fait, ces vingt derni¢res années, I'objet de trés nombreuses
¢tudes (Boudry et al., 2011 ; Cervenak and Kacskovics, 2009). Grace au développement
extraordinaire de technologies de séparation adaptées a leur sensibilité physico-chimique.
Elles sont, sans contestation, la composante « phare » que ce soit en termes de production, de
séparation, de purification, et de valorisation dans tous les domaines actuels de la nutrition

humaine et de la nutraceutique de demain (Gaucheron et Tanguy, 2009).
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De nombreuses études in vitro, ont confirmé la grande stabilité de protéines laitieres
vis-a-vis de I’acidité et de I’hydrolyse gastrique (Doucet et Foegeding, 2005 ; Gauthier et
Pouliot, 2003 ; Foegeding et al., 2002).

Les travaux de (Dufour, 2004 ; Noiseux et al., 2002 ; Fu et al., 2002) ont démontré la
capacité de ces polymeres a constituer des films surfacials en milieu acide, ce qui permet de
protéger de nombreuses molécules.

Le but de ce travail consiste a développer et optimiser une forme galénique seche, a
administration orale, a base d’ingrédients laitiers.

L’hypothése émise pour atteindre ce but, est que les protéines laitieres peuvent
constituer une alternative d’enrobage pour la fabrication de formes galéniques seches et
gastrorésistantes.

Pour cela notre étude englobe deux aspects:

Un aspect théorique basé principalement sur:

Les caractéristiques des protéines laitieres, leurs propriétés technofonctionnelles et sur des
notions de base du développement galénique.

Un aspect expérimentale consacré a:

La fabrication d’un comprimé a base de protéines laitieres, contrdle
pharmacotechnique des comprimés: étude de leur désagrégation et de la libération d’une
substance mode¢le en fonction de pH.

Notant aussi que le travail se termine par une conclusion qui englobe les principaux

résultats obtenus.
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Chapitre IV

pharmaceutique de production de compliments alimentaires de Bordj Bou Arrérridj), dirigés

par le docteur A. Akbache.

Matériel et méthodes

Les différents travaux réalisés, ont été menés au niveau de I’IPROB Laboratoire (unité

Dans le présent chapitre, le matériel utilisé ainsi que les méthodes employées au

laboratoire sont développés. Ensuite, ils sont suivis par des controles de fiabilité.

IV.1. Matériel

IV.1.1. Comprimeuse rotative (accura 20-D4).

IV.1.1.1. Description

Une trémie conique en inox d'alimentation poudre.

Un sabot de répartition poudre.

Une poste de compression poudre.

20 paires de piongons (inférieurs et supérieurs).

Montée sur palette en inox.

Une poste d'évacuation des comprimés finis.

Entrainement par moto-variateur.

Carters de protection avec sécurité.

Figure 05: comprimeuse rotative

Moteur puissant (compression brutale/rendement tres élevé).

IV.1.1.2. Caractéristiques

Tableau 09: Principales caractéristiques de la comprimeuse utilisée.

Caractéristiques accura 20-D4
Origine Inde
Fabricant accura
Nombre de poingons 20
Numéro de type D4
Comprimé par heure (min-max) 16800-50400
Pression maximale 10 KN
Puissance air comprimé (max) 4-6 bars
Profondeur de remplissage 20,5 mm
Rotation par minute (min-max) 17-42

Moteur électrique (max)

2,2 KW/ 1440 rpm/ 415 V/50 HZ

Dimensions approximatives

Longueur 1040/ 910 Largeur/ 2150 hauteur

Poids net approximatif

1100 Kg
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IV.1.1.3. Principe de fonctionnement

C’est un principe nettement physique dont toutes les actions qui entrent en jeux sont
des actions mécaniques. Les principales étapes du procédé de mise en forme par compression
simple en matrice d’une comprimeuse rotative peuvent étre décrites comme c'est schématisé
dans la figure 06. Il s'agit de quatre phases: remplissage de la matrice, compression ou charge,

décharge ou retrait du poingon puis éjection.

Poudre Compact

u Poingon ;
Matrice inférieur j I

Remplissage Compression Décharge Ejection Relaxation

Figure 06: Présentation du procédé de compression en matrice d’aprés (Kadiri, 2004)

Le systeme d’alimentation (la trémie et le sabot distributeur) et fixe.

L’ensemble matrices et jeux de poingons se déplace horizontalement.

Un plateau circulaire horizontal ou couronne tournant autour de son axe constitue le
support des matrices dont les trous verticaux sont répartis a égale distance du centre. A
chaque matrice correspond un jeu de poingons supérieur et inferieur qui tournent en méme
temps qu’elle.

Le collecteur est porté par un support, et permit le transfert de la poudre a compression
du sabot vers la couronne. Ce collecteur a aussi un role économique car il permit le passage
fractionné de la poudre ce qui minimise les pertes de cette derniere.

Au coure de chaque révolution, chaque systéme matrice poingons passe devant
différents postes: remplissage par passage sous le sabot, arasage, compression et finalement
¢jection.

La compression est obtenue par passage entre deux poingons supérieur et inferieur
(galets d’acier inoxydable) qui se rapprochent en exerg¢ant une forte pression sur le grain.
Cette force est assurée par la grande puissance du moteur électrique qui va accélérer
I’opération est augmenter la force de compression.

Les comprimés finis seront éjectés a partir du site spécifique a la fin du cycle de

compression.
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Avant la mise en marche de cette comprimeuse, deux facteurs doivent étre régler:

La masse: le volume de la chambre de compression est ajusté en réglant par
tatonnement la position basse du poingon inferieur a ’aide de la rampe de guidage inferieur
de facon a avoir un comprimé au poids désiré. De plus en plus, ce remplissage se fait en deux
temps: dans un premier temps, le poingon inferieur s’abaisse de telle sorte que la chambre de
compression accepte un léger excés de grain et, dans un deuxiéme temps, il remonte a la
position qui correspond exactement au poids désiré.

La dureté: le réglage se fait en ajustant I’écartement des deux poingons, plus ces
derniers se rapprocheront plus le comprimé sera dur.

IV.1.2. Appareillage

> Agitateur ;
Balance a précision de 0,1 mg (KERN ALS 220-4N) ;
Broyeur (mortier et pilon) ;
Chronometre ;
Dissolutest (PROLABO);
Distillateur (BUCHI Distillation Unit K-350) ;
Minéralisateur (BUCHI Digestion Unit K-424) ;
Mixeur (DAEWOO) ;
pH metre ;
Sécheur (DEINOS: Lyon-France) ;
Spectrophotometre (UV-1800 SHIMADZU);

YV V.V V V V VYV V V V

A\

Thermometre de haute précision (AOIP).

IV.1.3. Petit matériel

Y

Barreau magnétique ;

Béchers ;

Entonnoir normalisé ;

Eprouvette 250 ml ;

Pipette gaugée a poire;

Pipette Pasteur ;

fioles ;

Récipients en verre;

Spatules ;

Tamis (mailles de 01-0,9 - 0,8 - 0,7 - 0,6 - 0,5 mm).

YV V.V V V YV V VYV V
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IV.1.4. Produits et réactifs

» Matiére premiére: est une poudre de concentré de protéines du lait (CPL)
MilkPRO ™ 70%, a partir du lait de vache frais semi écrémé et pasteurisé.
C’est une excellente source de protéines notamment les protéines lactosériques
avec une saveur douce. Conditionnement standard en sac de 20 kg.
Composition : Protéines totales: 70%.

Caséines: 37%.
Protéines lactosériques: 33%.

Lactose: 18,9.

Mupro=70 |
- MILKPROTEIN

Matiere grasse: 5,9. R o
 GRADEA ¢

Sels: 3,9. i

Taux d’humidité: 3,4.

Acide borique ;

Acide citrique ;

Acide sulfurique - Figure 07: Sac de CPL 70%
Aromes alimentaires colorées (chocolat, citron, menthe, fraise) ;
Bicarbonate de sodium ;

Chlorure de calcium di-hydraté¢ CaCl, (MW = 147,02) ;
Chlorure de sodium NaCl (MW = 55,44) ;

Curcumine ;

Eau distillée ;

Gomme arabique ;

HCI 37% ;

Hydroxyde de sodium NaOH (MW = 40) ;

Oxalate de potassium ;

V V V V V VYV V V VYV VYV V V V V

Saccharose ;

Y

Sulfate de potassium.

IV.2. Méthodes
IV.2.1. Hygiéne

Avant de commencer notre travail, on a assuré que les principales régles d’hygi¢ne
sont appliquées soigneusement, afin d’éviter toute contamination biologique, physique ou
chimique du produit ou du personnel. Ces regles concernent :

v" Le personnel : port de blouse, gans, masque, coiffe et sur-chausses...
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v" Les milieux : respect des zones contrdlées (entrée, sortie)...

v" Le matériel : tous les instruments doivent étre propres et désinfectés a 1’alcool avant
leurs utilisation, ainsi que les surfaces du matériel en contacte directe avec le produit.

IV.2.2. Controle de la matiére premiére-dosage des protéines totales

La méthode de Kjeldahl est suivie pour le dosage de protéines dans le concentré de
protéines du lait, cette démarche est indispensable pour confirmer les données sur la fiche
signalétique du produit avant de I’utiliser.

Ce test se fait en 6 répétitions comme suit:

Dans chaque matras de minéralisateur, On introduit 5 ml de la solution du CPL,
reconstituée en 14 %, avec 20 ml d'acide sulfurique, 10 g de sulfate de potassium (catalyseur)
et 2 g d'oxalate de potassium. La minéralisation se déroule a 350 C° pendant 3 h.

Apres refroidissement pendant 15 a 30 min, les minéralisats sont distillés en présence
d’un milieu alcalin NaOH (d=1,33).

La récupération de distillat est réalisée dans une solution mixte de 15 ml de I’acide
borique 4 % et 10 ml de solution alcoolique de rouge de méthyle 0,05 %.

Apres ces étapes, la titration est effectuée en versant goute a goute l'acide sulfurique
0,1N, jusqu’a le virage de la couleur jaune de 1'échantillon vers la couleur rose claire.

Les volumes de l'acide sulfurique versés sont notés pour calculer le taux d’azote total
et par conséquence celui des protéines totales. Le principe de la méthode de Kjeldahl est

détaillé dans I’annexe 01, décrit par (Jiirgen, 2005).

Figure 08: Minéralisateur Figure 09: Distillateur
(BUCHI Digestion Unit K-424) (BUCHI Distillation Unit K-350)
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IV.2.3. Protocole

Le protocole de développement suivis, regroupe plusieurs étapes de préformulation,
formulation, compression et évaluation, selon (Boudendouna, 2010).

La préformulation est 1’étape de développement dont la comprimabilité des différents
constituants entrant dans la formulation est mesurée. Il s’agit d’excipients répondus dans les
formes orales solides et de concurrents commerciaux. Ces essais permettent de déterminer le
mélange des excipients présentant le meilleur pouvoir de comprimabilité et de compatibilité
pour entrer dans la composition des formulations développées par la suite, en vue d’obtenir
des formes stables, efficaces et siires.

La formulation est correspond a la mise en place de diagrammes binaires et tertiaires
afin de sélectionner les formules d’intéréts qui seront évaluées. Il s’agit de réaliser une
succession de choix selon un raisonnement scientifique pour aboutir 2 une composition
qualitative et quantitative optimale.

La compression est I’étape de la mise en ceuvre d’une technique de fabrication.

Enfin, I’étape d’évaluation dont la qualit¢ des comprimés est jugée grace a des
contrdles pharmacotechniques.
1V.2.4. Essais de préformulation

Dans ce travail, les essais de préformulation ont pour but d’étudier la comprimabilité
du CPL seul et avec les différents excipients utilisés et encore, de tester sa compatibilité.
IV.2.4.1. Justification du choix des excipients

Les excipients proposés sont:

La gomme arabique comme un liant: produit naturel, biocompatible et présente un bon
pouvoir liant (Daniele et al., 2011). A administration par voie orale, la gomme arabique offre
de nombreux bienfaits pour la santé du systeme digestif (Saidou, 2012) (annexe 02).

Le saccharose comme un agent inerte de granulation: produit naturel, biocompatible et
¢conomique (annexe 03).

Pour la forme effervescente, on a choisi I’acide citrique et le bicarbonate de sodium
comme agents d’effervescence: la réaction dans ce cas génere un sel avec dégagement de gaz
carbonique (annexes 04-05).

Différents mélanges sont réalisés pour une meilleure représentativité de leur
comportement lors de compression directe. Ces essais sont faits selon I’ordre indiqué c’est

dessous:
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IV.2.4.2. Comprimabilité de CPL

Nous avons réalisé des cycles de compression en introduisant une quantité aléatoire de
CPL homogene (I’homogénéité est assurée par le passage dans un mixeur durant 03min).
Ensuite la poudre de CPL est passée a travers un tamis (mailles de 0,7mm de diametre)

puis introduite dans la trémie de la comprimeuse, en augmentant la force de compression a

chaque cycle.

Figure 10: Poudre du CPL Figure 11: Tamis Figure 12: Mixeur DAEWOO

IV.2.4.3. Comprimabilité de la gomme arabique
Préparation: la gomme arabique se présente sous forme de grands cristaux, pour la
transformer en poudre nous avons effectué les étapes suivantes:
1- Broyage manuelle a I’aide d’un pilon et mortier.
2- Broyage par mixeur €lectrique pendant 10 min.
3- Tamisage a I’aide d’un tamis (0,7 mm).
La poudre résultante subit deux cycles de compression en utilisant les pourcentages suivants:
- La 1% a été avec la gomme arabique seule.

- La 2™ avec: 75 % poudre de CPL + 25% gomme arabique (aprés mélange/tamisage).

Figure 13: Pilon et mortier Figure 14 : Gomme arabique (cristaux, poudre)
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Le mélange de poudres est une opération essentielle, sa qualité va conditionner la
qualité du produit fini. En effet, le mélange final doit étre homogeéne puisqu’il va étre divisé
en plusieurs unités (comprimés) qui doivent contenir la méme quantité d’excipients, pour
cette raison, dans notre travail, 1’étape (mélange/tamisage) préceéde chaque cycle de
compression.
1V.2.4.4. Comprimabilité de saccharose

Dans le premier cycle de compression, nous avons introduit une quantité aléatoire de
saccharose homogene (a ’aide de mixeur pendant 03 min) et passée a travers un tamis
(mailles de 0,7mm de diametre) dans la trémie du comprimeuse.

Dans le deuxieme cycle, on a constitué¢ un mélange de 60% de CPL, 20% de gomme
arabique et 20% de saccharose.

IV.2.5. Essais de formulation

Le choix de la proportion des excipients demande également de nombreux essais qui
consistent a faire plusieurs cycles de compression aves des mélanges (prémixtes) qui ont des
proportions d’excipients variant de 5%. Ces proportions ne doivent pas dépasser les normes
indiquées par La Pharmacopée Européenne (2005) (annexe 06).

Tableau 10: Les proportions d’excipients utilisés pour la mise en place des diagrammes

binaire et tertiaires (5%).

Essais CPL % Gomme arabique % Saccharose %
01 100 00 00
02 95 05 00
03 90 10 00
04 85 15 00
05 80 15 05
06 75 15 10
07 70 15 15
08 65 15 20

IV.2.6. Granulation
Vu que ndétre formulation est composée de poudres de textures différentes, les
comprimés sont fabriqués par compression aprés granulation humide disponible, dont le

liquide liant ou encore appelé liquide de mouillage est I’eau distillée.
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Pour cela, on a réalisé 05 lots de 200 grammes selon la composition suivante :

CPL 130g 65%
Gomme arabique 30g 15%
Saccharose 40g 20%
Totale 200g

Pesée: Au moyen d’un récipient, la pesée de chaque entité s’effectue séparément apres

tare de la balance.
La granulation consiste en:

Une humidification ou mouillage: dans un
récipient approprié, les mélanges des excipients pour
chaque lot sont additionnés d’un liquide de mouillage
(170 ml de Dl’eau distillée), et on ajoute des traces
d’aromes alimentaires colorées: jaune/citron,
marron/chocolat, vert/menthe, rose/fraise et sans
colorant/sans aréme.

Pour obtenir ces cinq lots, on a répété la pesés cinq fois.

Figure 15: Arémes alimentaires
colorées

Apres pétrissage manuelle, on a obtenu des pattes homogénes qui seront formées en

petits tas pour accélérer leur séchage.

Figure 16: Photos des petits tas avant le séchage
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Un séchage: ces tas sont disposé€s sur les plateaux et introduits dans le sécheur
(température initiale: 37C°, température maximale: 49
C°). Durant le séchage (14h), on a poursuivi la
température a I’aide d’un thermometre a précision chaque
10 min.

Un broyage/tamisage: pour réduire la taille des

tas, un premier broyage manuel a 1’aide d’un pilon et

mortier a été effectué, puis un deuxieme broyage par le
mixeur afin de limiter les pertes en grains et de faciliter le

tamisage.

La récupération dans des récipients et

Figure 17: Sécheur (DEINOS)

I’identification par étiquetage, apreés chaque pesée ou
tamisage, a été réalisées. La quantité récupérée pour chaque lot est entre 195 et 198g.
IV.2.7. Principaux contréles pharmacotechniques effectués sur le granulat

Avant de réaliser la compression proprement dite, il est nécessaire d’effectuer des
controles de qualité sur le granulat obtenu apres granulation, Ces contrdles figurent dans La
Pharmacopée Européenne (2005). Notre granulat a subi des controles qui étaient le controle
macroscopique, la granulométrie, I’écoulement et le volume apparent.
IV.2.7.1. Contréle macroscopique

Afin de visualiser 1’effet de la granulation sur la poudre, il est important de noter les
caractéristiques macroscopiques de granulat, a savoir, ’aspect, la couleur et éventuellement
I’odeur.
IV.2.7.2. Granulométrie

Ce test vise a déterminer le profil granulométrique de granulat.

On a utilisé 06 tamis d’ouverture de maille 01 mm - 0,9 mm - 0,8 mm - 0,7 mm - 0,6
mm et de 0,5 mm dont chaque tamis est pesé individuellement, le poids moyen est de 200 +
3g. Ces tamis sont superposés verticalement selon 1’ouverture de maille (supérieur en haut et
inferieur en bas).

On dispose 100g de granulat sur le tamis supérieur (01 mm) et on met 1’agitateur en
route pendant 60 s, ce qui mettra la poudre en mouvement.

Les grains de taille inférieure a 1 mm passeront alors sur le tamis inférieur, et ainsi de

suite jusqu’au dernier tamis.
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Lorsque cette opération est terminée, les tamis sont pesés de nouveau afin de connaitre
la masse de grains retenus sur chacun d’eux.

1vV.2.7.3. Ecoulement

\

Ce test consiste a déterminer la facilité
d’écoulement de la poudre dans une trémie en
fonction du temps.

Pour calculer le temps moyen, on a effectué
ce test 03 fois en mesurant a 1’aide d’un chronometre

le temps que met 100 g de granulat a s’écouler

totalement a travers un entonnoir normalisé.

Figure 18: Configuration de I’entonnoir
normalisé

Tableau 11: L’échelle d’aptitude a 1’écoulement d’apres La Pharmacopée Européenne

(2005).

Temps (s) Aptitude a I’écoulement
01-10 Excellente
11-15 Bonne
16-20 Assez bonne
21-25 Passable
26-31 Meédiocre
32-37 Tres médiocre
> 38 Extrémement médiocre

1V.2.7.4. Volume apparent

Ce test est destin€ a déterminer les volumes apparents avant et apres tassement, pour le
réaliser, on a introduit 100 g de granulat dans une éprouvette de 250 ml et on mesure le
volume occupé.

Cet éprouvette est mise sous vibration jusqu'a stabilisation du volume (2h) et en
détermine le volume apres tassement.

Tous les controles précédents, sont également effectués sur les mélanges des

excipients avant de réaliser la granulation.
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IV.2.8. Compression

Les études préalables de compression directe et le contrdle effectué sur le granulat,
nous ont permis de fixer une force de compression de 05 tonne, et seules les fractions
granulométriques de 0,5 mm sont sélectionnées.

Toutes les opérations sont effectuées dans les mémes conditions, pour les différents
lots. Les comprimés sont fabriqués au moyen d’une machine rotative en suivant les mémes
étapes:

1. Introduction du mélange dans le sabot ;

2. Réglage de la masse des comprimés en ajustant la position du poingon inférieur ;

3. Réglage du zéro de la position des forces nulles ;

4. Réglage de la force de compression P;=05 tonne en ajustant 1’écartement des deux
poingons et faisant un cycle de compression pour ajuster la force.

IV.2.9. Principaux controles effectués sur les comprimés

Ces contrdles figurent dans La Pharmacopée Européenne (2005).
1V.2.9.1. Controle macroscopique

Cet examen visuel des comprimés vise a vérifier que les comprimés ont été
correctement fabriqués. En effet, la couleur doit étre homogene a la surface, mais également
dans sa masse. De plus, les comprimés doivent étre lisses et brillants, sans taches noires, et ne
présentent pas des traces de grippage ou de collage.
1V.2.9.2. Masse moyenne

Ce test consiste a peser ensemble un échantillon de 10 comprimés prélevés au hasard
et a calculer la masse moyenne de ses comprimés en divisant la masse obtenue par 10. Cette
masse moyenne doit étre égale a la masse souhaitée ou au moins rester dans les limites fixées
au départ (05%).
1V.2.9.3. Uniformité de masse

L’essai est réalisé sur 10 comprimés prélevés au hasard. On les pese individuellement
et on détermine la masse moyenne, 1’écart type et les écarts type de chaque masse par rapport
a la masse moyenne. Deux résultats au maximum peuvent s’écarter de e % de la masse
moyenne et aucun ne doit correspondre a un écart de 2 e %. La pharmacopée européenne
donne les spécifications en fonction de la masse du comprimé comme le montre le tableau ci-

dessous.
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Tableau 12: Les écarts limites en fonction de la masse des comprimés d’apres La

Pharmacopée Européenne (2005).

Masses moyennes Ecarts type limites (e%)
<ou=80mg 10

Entre 80 et 250 mg 7,5
> ou=250 mg 05

1V.2.9.4. Sécabilité

Ce test s’applique a tous les comprimés portant une ou plusieurs barres de sécabilité. 11
s’agit de couper des comprimés (10) suivant leur barre de sécabilité, et de réaliser un test
d’uniformité de masse, sur I’un des deux morceaux obtenus (alternativement le droit et le
gauche). On utilise la méme limite e % de la valeur de masse (5%) et aucun ne doit
correspondre a un écart de 2e %.
1V.2.9.5. Friabilité

Ce test consiste a laisser tomber a la montée d’'un métre 3 comprimés, 100 fois. Les
comprimés sont pesés avant et apres ce test. Ensuite, la perte moyenne en masse et calculée.
Elle ne doit pas étre supérieure a 5%.
1V.2.9.6. Test de désagrégation ou de délitement

Ce test est destiné a déterminer plus ou moins, ’aptitude des comprimés a se
désagréger en milieu liquide, et dans un temps prescrit. Dans notre cas, 1’essai de

désagrégation est destiné a déterminer I’aptitude des comprimés a résister a la désagrégation

en milieu acide, au bout d’un temps de 30 min, et a
déliter en milieu basique, au bout de 15 min.

La désagrégation est considérée comme
atteinte lorsque le comprimé perde sa structure
globale, et se désintégrer en solution, directement ou

en résidu constitué seulement par une masse molle.

L’appareil utilisé est un dissolutest type a

panier tournant: cet appareil comporte 08 cuves en

Figure 19: dissolutest (PROLABO)

verre, cylindriques a fond hémisphérique.
Des paniers grillagés sont fixés a un axe vertical par un systéme de vis. Leur taille et

leur forme sont normalisés.
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Les comprimés sont introduits au fond de ces récipients, la vitesse de rotation des
paniers est réglable et mesurée pour chaque essai. Ainsi I’appareil est thermosté pour
maintenir le bain de dissolution a température voisine de celle du corps.

Puisque la désintégration varie avec le pH, on a préparé un milieu acide, puis un
milieu basique et on fait varier le pH progressivement de 1,2 a 08, ce qui est plus conforme
aux conditions physiologiques. Le pH est ajusté a & 0,1 unités pres.
1V.2.9.6.1. Préparation des milieux:

La préparation est faite sous les conditions habituelles de travail dans un laboratoire de
chimie.

Milieu a pH gastrique: on verse 7 ml d’HCI (37%, 0,1N) et 2g de NaCl (MW=55,44) dans
une fiole gaugée de 1 litre et on porte le volume avec de I’eau distillée jusqu® au trait de
gauge, soit d’un pH de 1,2.

Milieu a pH intestinal: on verse 0,208g de CaCl (MW = 147,02) et 8,810 g de NaCl dans
une fiole gaugée de 1 litre et on complete le volume avec de I’eau distillée. Le pH soit 6,5
ajusté par NaOH (0,6 M) jusqu’a 6,8.

Les milieux a pH 1,5 -2 -3 -4 -5-6 - 7 et de 8 sont obtenus aprés ajustement de pH a
I’aide de NaOH a partir de milieu a pH gastrique.

Pour chaque valeur de pH, le test est fait avec 3 comprimés introduits séparément
dans des cuves, chacune contenant 250 ml de milieu correspondant. La température du bain
est maintenue a 37 = 1°C. La vitesse de rotation des paniers est de 20 rpm.

IV.2.9.7. Test de dissolution

Le test de désagrégation est souvent insuffisant, en effet qui dit désagrégation ne dit
pas forcement dissolution. Ainsi pour étre absorbé, un principe actif doit d’abord étre dissous
dans le milieu prescrit. Le but est de juger de la résistance a la dissolution des comprimés en
milieu acide et de la sensibilité en milieu basique.

Afin d’évaluer la qualité de notre forme pharmaceutique, et de déterminer le mode de
libération, on a poursuivi le profil de dissolution d’une substance modele de choix, la
curcumine.

La méthode de spectrophotométrie est gardée pour déterminer le pourcentage de la

curcumine dissoute en fonction du temps dans les milieux a pH gastrique (1,2) et intestinal

(6,8).
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1V.2.9.7.1. Présentation de la substance modéle

Le curcuma est 1'une des épices les plus utilisées. Il sert également de colorant naturel
grace a la présence d’un pigment jaunatre, la curcumine (annexe 07).

Des études in vitro et in vivo indiquent que la curcumine aurait des propriétés
pharmacologiques remarquables: c'est un puissant agent anti-oxydant, anti-inflammatoire sans
effet toxique (Villaflores et al., 2012); il exerce une activité antivirale, ainsi qu'une activité
anticancéreuse. La principale action de la curcumine est sa capacité a inhiber la formation des
especes oxygenées actives comme les radicaux hydroxyles et 1'anion superoxyde (Ringman et
al., 2005). Ce pigment a une longueur d'onde approximative de 589 nm, ce qui permet

d’effectuer un dosage spectrophotométrique.

Figure 20: Poudre de curcumine Figure 21: Structure chimique de la
curcumine d’aprés (Rossi et al., 2008)

Les tests de dissolution ont été menés selon la méthode a paniers rotatifs décrite dans
le test de désagrégation en utilisant le méme dispositif. La méme formule de fabrication a été
retenue, les comprimés utilisées sont chargés directement a 400 mg en curcumine, on tenant
compte les mémes proportions d’excipients, et les mémes parametres de fabrication décrits

pour les comprimés vierges.

Composant Quantité %
CPL 716 mg 47,77
Gomme arabique 165 mg 11,02
Saccharose 220 mg 14,7
Curcumine 400 mg 26,5
Totale 1500 mg 100
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1V.2.9.7.1. Préparation des milieux: selon la méthode décrite précédemment, on a préparé
1 litre de chaque milieu.

1V.2.9.7.2. Droite d’étalonnage:

a. Préparation des solutions méres:

Le dosage quantitatif de la curcumine a été
réalisé en utilisant une méthode spectrophotométrique
UV adaptée par la Pharmacopée Européenne (2005).
1g de curcumine est introduit dans un erlenmeyer de 1

litre, on verse jusqu’au trait de jauge avec le milieu

(de pH 1,2 ou pH 6.8). Le matériau a ¢été solubilisé

Figure 22: Spectrophotométre UV

dans le milieu pendant 30 min, en maintenant la
solution obtenue a une température de 37+2°C. La concentration en curcumine dans les
solutions meres est donc de 1g/1.
b. Préparation des dilutions:
Solution 1:

Dans une fiole de 10 ml, mettre Sml de la solution mére puis compléter jusqu'au trait de
jauge avec le milieu.

Les concentrations des solutions diluées sont calculées en utilisant I’équation de dilution
suivante: C;V;= C;V¢ dont:
Cy: concentration initiale ; Vi: volume initiale; C,: concentration finale ; V,: volume finale.

Solution 1 : 5ml de la solution mére + Sml du milieu.

Solution 2 : 5ml de la solution 1 + 5ml du milieu.

Solution 3 : 5ml de la solution 2 + 5ml du milieu.

Solution 4: 5ml de la solution 3 + 5ml du milieu.

Solution 5 : 5ml de la solution 4 + 5ml du milieu.
1V.2.9.7.3. Dosage

Etude de la libération a pH 1,2: un comprimé a été placé dans un panier qui a été
émergé dans une cuve contenant 1 litre de milieu a pH gastrique (1,2). Le bain de dissolution
est thermosté a 37 + 2°C, et les paniers sont maintenus a une vitesse de 20 rpm.

Pour le dosage, on préléve 3ml chaque 10 minutes, dont 1’étalon utilisé est le milieu a
pH gastrique sans curcumine.

Etude de la libération a pH 6,8: un comprimé a été placé dans un panier qui a été

émerg¢ dans une cuve contenant 1 litre de milieu a pH intestinale (6,8).
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Pour le dosage, on préléve 3 ml chaque 05 minutes, dont 1’étalon utilisé est le milieu a
pH intestinal sans curcumine.

Chaque échantillon a été dosé au moyen d’un spectrophotometre UV a 589 nm
(longueur d’onde correspondante a la curcumine). Les concentrations sont calculées en
utilisant I'équation obtenue a partir de la courbe d’étalonnage.
1V.2.10. Essai supplémentaire

Ce test a lieu dans notre travail afin d’essayer de formuler le concentré de protéines du
lait sous une autre forme outille, forme effervescente.

Le choix de la proportion des excipients demande également de nombreux essais qui
consistent a faire plusieurs cycles de compression aves des mélanges qui ont des proportions

d’excipients variant de 5%.

Figure 23: Poudre de ’acide citrique Figure 24: Poudre de bicarbonate du sodium

Tableau 13: Les proportions d’excipients utilisés pour la mise en place des diagrammes

binaires, tertiaires et quaternaires de la forme effervescente (5%).

Essais CPL | Gomme arabique Saccharose Acide citrique
% % % +
bicarbonate de sodium %

01 95 00 00 05
02 85 00 10 05
03 75 00 20 05
04 70 00 25 05
05 65 00 30 05
06 60 05 30 05
07 55 10 30 05
08 50 10 30 10
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La formule retenue pour cette étude est constituée: de CPL, gomme arabique,
saccharose et d’agents d’effervescence (acide citrique et bicarbonate de sodium), dont les
proportions massiques sont respectivement de 50%, 10%, 30% et de 10%.

Cette formule suit les mémes étapes de granulation, controle pharmacotechnique du
granulat, compression et controle des comprimés (la désagrégation et la dissolution sont
remplacées par le temps d’effervescence).

Cependant, lors de la granulation, on a écarté 1’acide citrique et le bicarbonate de
sodium afin d’éviter I’effervescence lors de 1’ajout de liquide de mouillage (185 ml d’eau
distillée). Ces excipients externes sont ajoutés juste avant la compression, apres peser de la
quantité récupérée par la granulation, et calcule de nouveau, la quantité en acide citrique et en
bicarbonate de sodium a ajouter. La force de compression est égale a 4,2 tonne.

Tableau 14: Les quantités d’excipients entrant dans la préparation du mélange de

compression.
Quantité de granulat Quantité d’acide citrique et bicarbonate Totale
récupérée de sodium ajoutée
178¢g 19,8¢ 197.8¢g

1V.2.10.1. Le temps d’effervescence

Le temps d’effervescence est mesuré en introduisant, 6 fois, un comprimé dans un
verre contenant 250 ml d’eau a température ambiante varie de 25 a 27°C. L’effervescence est
compléte lorsque le comprimé est dégradé complétement. Selon La Pharmacopée
Européenne (2005), le temps maximal est de 5 min.
IV.2.11. Test organoleptique

Ce test est organisé afin d’évaluer les caractéristiques organoleptiques des formes
pharmaceutiques développées (comprimé et comprimé effervescent).

Le test a été effectué a I’aveuglette, sans donner la composition des différents
comprimeés.

I1 a été présenté a chaque sujet (12 personnes, de tranches d’age différentes, des deux
sexes et sains de toute maladie):

06 verres d’eau minérale a proportions égales ;

10 comprimés (05 de chaque forme), de couleurs et de gotts différents ;

Une fiche d’appréciation a remplir (annexe 08).

Les appréciations ont été récupérées au pres des sujets, et analysées.
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Figure 25 : Organisation d’un poste de test organoleptique
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Chapitre V Résultats et discussion

V.1. Le taux de protéines

Le dosage des protéines par la méthode de Kjeldahl donne les résultats suivants:

Tableau 15: Dosage des protéines.

Répétitions Pourcentages de protéines (%)
01 68,51
02 70,54
03 67,62
04 70,54
05 70,26
06 70,04
Moyenne 69,58
Fiche signalétique du produit 0
commercial

Les résultats indiquent que le taux de protéines déterminé par la méthode de Kjeldahl

correspond a celui indiqué dans la fiche signalétique émise par le fournisseur.
V.2. Essais de comprimabilité

Cet essai qui consiste a tester le pouvoir de comprimabilité des différents excipients
donne les résultats résumés dans le tableau 16.

Tableau 16: Résultats de comprimabilité.

Essai Observation
Poudre de CPL seule Comprimabilité non satisfaisante
Poudre de CPL + gomme arabique Comprimabilité faible
Poudre de CPL + gomme arabique + saccharose Comprimabilité satisfaisante

Le mélange (prémixte) constitué de poudre de CPL, gomme arabique et de saccharose
exprime une comprimabilité satisfaisante (comprimés durs, non poussiéreux et de forme bien
définit). Alors que, le prémixte constitué de poudre de CPL et de gomme arabique exprime
une comprimabilité faible (comprimés friables), et celui constitué de poudre de CPL seule
exprime une comprimabilité non satisfaisante (les comprimés résultants sont sensibles a

I’écrasement et tres poussicreux) (figure 26).
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A (B) (©)

Figure 26: Comprimé (A) CPL seule, (B) CPL + gomme arabique, (C) CPL + gomme arabique +
saccharose

La faible comprimabilité du CPL peut étre traduite par 1’hétérogénéité de la taille des
particules (amorphes) ce qui rend les liaisons interparticulaires et les surfaces de contacte tres
limitées.

La comprimabilité des comprimés varie peu apres 1’ajout de saccharose, car ce dernier
constitue un excipient inerte qui joue le role d’un diluant.

Le pouvoir de comprimabilité augmente apres 1’introduction de la gomme arabique
qui joue le réle d’un liant dans la formulation. Elle renforce et favorise les liaisons
interparticulaires et permet de diminuer la force lors de la compression (Tchoreloff et al.,
2012).

La gomme arabique est aussi utilisée pour leurs propriétés cohésives qui améliorent
l'aspect physique, la dureté et la fiabilité des comprimés. Ces résultats concordent avec les

résultats trouvés par Saidou, (2012) et DeMerlis et al., (2011).
V.3. Essais de formulation

Le passage par les essais de formulation constitue une étape d’optimisation des
excipients, ou une amélioration de comprimabilité est observée (de test 1 a test 8), ces essais
nous ont permis de sélectionner la formule adaptée a 1’étude (test 8): 65% CPL, 15% gomme
arabique et 20% saccharose. Ce prémixte présente les meilleures caractéristiques de
compression directe.

V.4. Granulation

Le prémixte a subi une granulation par voie humide, ce qui permet d’obtenir un

granulat avec une meilleure cohésion.

La granulation transforme les particules pulvérulentes de mélange initial en agrégats

solides plus ou moins denses et poreux (figure 27), le liquide de mouillage servant de ciment
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interparticulaire, il se dépose a la surface des particules qui vont adhérer les unes aux autres

par des liaisons de type Van Der Waal et liaisons hydrogenes (Wouessi Djewe, 2012).

Figure 27: Granulats obtenus

V.4.1. Principaux contréles pharmacotechniques effectués sur les granulats

Afin de bien visualiser ’effet de la granulation sur les prémixtes, des contrdles

pharmacotechniques sont effectués. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 17.

Tableau 17: Principaux contrdles pharmacotechniques effectués sur les granulats.

Résultat avant

Résultat apres

Controle . . Discussion
granulation granulation
Aspect granuleux
. Aspect pulvérulent | Couleur homogene Effet de granulation.
Caracteres e s _— .
MACrOSCOniaUCS Couleur hétérogene | Odeur initiale du lait
P Odeur du lait. est plus ou moins Effet des aromes.
masqueée.
) Effet de granulation
L. L 0,5 mm (voir figure ] .
Granulométrie Hétérogene 28) (broyage/tamisage) (voir
' annexe 09).
L’effet de la granulation
sur la forme des grains,
i est rendue pl
Ecoulement 13,43 s 7,33 s q,u 1 estren u.e pus
sphérique ce qui est plus
favorable a
I’écoulement.
Le bon écoulement et la
taille homogene offrent
i de 1é i
Volume apparent 2 ml 5ml U pouvorr de rearrange

ment, et par conséquence
une diminution du
volume occupé.
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Figure 28: Répartition granulométrique de granulat

V.5. Principaux controles effectués sur les comprimés

Afin de s’assurer que les comprimés fabriqués répondent aux exigences fixées par La
Pharmacopée Européenne (2005), des controles pharmacotechniques sont effectués. Les
résultats obtenus sont consignés dans le tableau 18.

V.5.1. Caractéres macroscopiques des comprimés

D’apres le contrdle visuel des comprimés fabriqués, ces derniers présentent certains

caracteres, qui sont résumés dans le tableau 18.

Tableau 18: Observations du contrdle visuel.

Caracteére Observation
Surface Plus ou moins lisse, brillante, couleur homogene.
Forme Ovale, bien définie assez grippée.
Dimensions (cm) Longueur 2,3 ; largeur 1,1 ; hauteur 0,3.
Masse moyenne des comprimeés (g) 1,49
Masse moyenne de sécabilité (g) 0,747 /50,13 %
Friabilité 2,3%

Les caracteres macroscopiques des comprimés dépendent des paramétres de
fabrication (masse, force de compression, forme de la matrice...). Cependant, le grippage qui
se traduit par des traces sur les c6tés du comprimé, est dii au graissage insuffisant, qui conduit
a un frottement aux piongons et aux matrices, provoquant un collage qui empéche 1’¢jection ;

et la perte en masse lors du test de friabilité (figures 29-30).
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Figure 29: Comprimé a la base
de CPL seul

Figure 30: Comprimés fabriqués

La figure 31 présente la distribution des masses de 10 comprimés pris aléatoirement,
par rapport a la masse moyenne. Ces résultats sont exprimés en g.
La figure 32 présente la distribution des masses de sécabilité de 10 comprimés pris

aléatoirement, par rapport a la masse moyenne de sécabilité. Ces résultats sont exprimés en g.

1,56

1,54 ’/‘
1,52 P\
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Figure 31: Distribution des masses par rapport a la masse moyenne
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Figure 32: Distribution des masses par rapport a la masse moyenne de sécabilité
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D’apres les figures 31 et 32, et ’analyse des résultats des tests d’uniformité de masse
et de sécabilité¢ (annexes 10 et 11) montrent que les écarts type moyens correspondants a
1,68% et 1,55% respectivement et ne sont pas statistiquement significatifs par rapport aux
masses moyennes, car ils sont inférieurs a 5%, ’écart limite fixé par La Pharmacopée
Européenne. Ainsi, il n’y a aucune masse présente un écart type supérieur a 5% par rapport a
la masse moyenne. Ces valeurs indiquent une uniformité du poids des comprimés.

Les variations minimes de la masse d’un comprimé a un autre ont pour cause
essentielle le réglage de la comprimeuse, qui représente un facteur externe a la formulation.
Ces variations ne seront pas prises en compte.

V.5.2. Temps de désagrégation

Les temps nécessaires a la désagrégation totale de 03 comprimés a des valeurs de pH
qui varient entre 1,2 et 8 sont notés dans ’annexe 12. Le temps moyen et 1’écart type sont
¢galement calculés.

Les résultats moyens de la désagrégation (exprimés en min) sont consignés dans la

figure 33.
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Figure 33: Temps de désagrégation des différents comprimés en fonction de pH

D’apres la figure 33, les comprimés se désagrégeaient différemment en fonction du
pH. En tenant compte des valeurs moyennes:

A pH tres acide (1,2 a 4), la désagrégation est lente, le temps varie de 36,06 = 1,5 min
a 2493 + 0,6 min. A pH Iégerement acide (4 a 6), une diminution accrue du temps de

désagrégation est observée, le temps est diminué de 24,93 £+ 0,6 min a 7,23 + 0,97 min.
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A pH neutre a alcalin (6 a 8), une diminution continue du temps de désagrégation est
observée, jusqu’a un temps minimale de 4,48 + 1,11 min a pH 6,8. Et a partir de ce pH, une
faible augmentation du temps commence pour atteindre la valeur 9,58 + 1,28 min a pH 8.

D’apres le profil de désagrégation obtenu, la forme développée représente un
comprimé matriciel a désagrégation pH dépendante:

- La désagrégation est lente en milieu acide (en tenant compte le temps moyen de vidange des
comprimés, au bout de 30 min (Beesh, 2010 ; Lahnin, 2002)).

- La désagrégation est rapide en milieu alcalin (en tenant compte le temps de désintégration
dans I’intestin, au bout de 15 min (Beesh, 2010)).

Ce profil est en accord avec celui trouvé par Boudendouna, (2010) et Viault, (2006).

Lors de I’essai de désagrégation a des valeurs de pH acides, on observe deux
phénomenes (figure 34):

1. Un gonflement de la matrice, di a la diffusion de solvant a I’intérieur.
2. Une gélification a la surface, se forme par les protéines du lait qui possedent des propriétés
de gélification, apportant une efficacité liante, tout en gardant ses propriétés désintégrantes

efficaces a des valeurs de pH alcalins (Britten et Giroux, 2001).

)

Figure 34: Apparence des comprimés en milieux a pH 1,2 (A) ; 6,8 (B) et 8 (C) aprés 01 minute

(A) (B)

La gélification est favorisée par des pH extrémes par rapport aux pHi de protéines
laitieres (varient de 4,5 a 6,5). La couche gélifiée est formée par les caséines grace a des
interactions hydrophobes a pH < 5 (Britten et Giroux, 2001), et par les protéines
lactosériques grace a des interactions électrostatiques, hydrogeénes et ponts disulfure aux
mémes valeurs de pH (Visschers et Jongh, 2005).

En effet, Aux valeurs de pH tres acides (pH<3,5), les protéines du lait, étaient chargés
positivement, ce qui favorisait les répulsions électrostatiques entre les molécules. Cependant,

les micelles sont hydrophobes a la surface grace aux caséines k, les répulsions €lectrostatiques
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sont faibles et l'effet hydrophobe prédomine entre les molécules des caséines x et les autres
protéines, entrainant ces dernicres dans le gel formé. Les ponts disulfure et hydrogenes des
protéines lactosériques favorisent ainsi la formation de gel (Ikeda, 2003; Ikeda et Morris,

2002).

Tandis qu’aux pH voisins de pHi des protéines laitieres (5 a 6,8) on observe une
désintégration accélérée (de 17,06 a 4,48 min), a ce stade, on assiste a des augmentations du
taux de désintégration de la matrice, due a la diminution de pouvoir de gélification qui est
minimale a cet intervalle, comme démontrent les travaux de Roufik, (2005) ; Fox, (2003) ;

Taulier et Chalikian, (2001) et Euston et Hirst, (1999).

D'autre part, la désintégration prolongée est renforcée par la combinaison entre les
excipients qui composent la forme, entre la gomme arabique et les protéines lactosériques,
plus précisément la B-la, ce complexe possede des fortes propriétés liantes et de formation de

gel stable une fois exposé au solvant a pH<pHi de la B-Ig (Schmitt, 2000).
V.5.3. Résultats de dissolution

Le test de dissolution est effectué¢ pour confirmer les résultats de test de la
désagrégation, en suivant la libération d’une substance mode¢le (curcumine) a partir de la
forme développée, en fonction de pH.

e Cinétique de la libération a pH 1,2

Les résultats obtenus apres 1’analyse en spectrophotométrie-UV (589 nm), permettent
de tracer une courbe d’étalonnage (annexe 13), avec 1'équation: y = 0,0128x + 0,0734, et le
coefficient de corrélation R* = 0,98, pour déterminer les concentrations de la curcumine
dissoute. Le profil de libération de la curcumine obtenus est présenté dans la figure 35 (les

valeurs obtenues sont résumés dans 1’annexe 15).
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Figure 35: Cinétique de libération a pH gastrique (1,2)
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La figure 35 montre que la libération de la curcumine a partie de la forme développée
s’est effectuée de fagon lente a pH gastrique (1,2), au cours du temps. La curcumine est
presque completement dissout au bout de 70 min (95 %).

Apres les 10 min, la concentration est nulle. Apres 20 min elle arrive a 11,5 %. Cette
concentration augmente lentement pour atteindre 50 % a 40 min et 80 % a 50 min.

e Cinétique de la libération a pH 6,8

Les résultats obtenus apreés 1’analyse en spectrophotométrie-UV (589 nm), permettent
de tracer une courbe d’étalonnage (annexe 14), avec I'équation: y = 0,0138x + 0,081, et le
coefficient de corrélation R? = 0,96, pour déterminer les concentrations de la curcumine
dissoute. Le profil de libération de la curcumine obtenus est présenté dans la figure 36 (les

valeurs obtenues sont résumés dans 1’annexe 16).
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Figure 36: Cinétique de libération a pH intestinal (6,8)

Comme nous pouvons le constater en observant la figure 36. La libération du
curcumine a partir de la forme développée est tres rapide a pH intestinale (6,8). En effet, plus
de 40 % a été libéré pendant les premiers 5 min, et presque 80 % pendant 10 min. La
libération est compléete apres 15 min (100 %).

e Comparaison statistique des résultats de dissolution

En ce qui concerne I’interprétation statistique des résultats, les différents milieux ont

fait I’objet de comparaisons multiples a chaque temps. Parmi les nombreuses données issues

de cette analyse statistique, les résultats suivants ont €té obtenus :
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Au temps T = 5 min: Le pourcentage de la curcumine libéré en milieu a pH 1,2 est déja
significativement différent du pourcentage de la curcumine libéré en milieu a pH 6,8 (de 0 %
apH 1,2 et 42,25 % a pH 6,8).
Au temps T = 10 min: La libération a partir des formules est toujours significativement
différente dans les milieux. Elle reste nulle dans le milieu a pH 1,2 tandis qu’elle arrive a
77,25 % dans le milieu a pH 6,8.
Au temps T = 15 min: La libération a partir des formules reste toujours significativement
différente dans les milieux. Le temps ou le pourcentage de libération ne dépasse pas 11,5 %
dans le milieu a pH 1,2, la libération dans le milieu a pH 6,8 est compléte avec un
pourcentage de 100 %.

Notant également que la libération dans le milieu a pH 1,2 est presque complete avec
un pourcentage de 95 %, mais elle prend un temps prolongé (60 min) par rapport au milieu a

pH 6,8.

Figure 37: Solution obtenue aprés 40 min Figure 38: Solution obtenue aprés 15 min

apH1,2 apH 6,8

On constate en observant les courbes illustrant les profils de libération de la curcumine
dans les deux milieux, et a partir de la comparaison statistique, que la libération de la
curcumine a partir de la forme développée est influencée par le pH.

e Libération a pH 1,2 correspondant au milieu gastrique:

Le profil de libération a partir de la forme étudiée est similaire a celui établit par
Soltani, (2011). Le méme profil a été trouvé par Tchoreloff et al., (2012).

Le gonflement des comprimés matriciels, tels que les comprimés de protéines laitieres,
est activé par le solvant, et le taux de la libération de la molécule est contrdlée par 1’épaisseur

de la couche de gel formé par I'hydratation des protéines laiticres (Colombo et al., 2000).
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L’épaisseur de cette couche gélifiée est influencée par le pH, elle augmente a des pH
¢loigné au pHi des protéines laitieres. En effet, On observe qu’aux pH (1,2 a 4), la couche
gélifiée est épaisse, ferme, €lastique et translucide, Ce qui retarde la diffusion du solvant acide
(pH < 3) a travers le gel formé, et par conséquence la libération lente de la molécule d’intérét.
Ce résultat est en accord avec celui trouvés par Bocquet et al., (2003).

Au fur et a mesure de la diffusion progressive du solvant acide a travers le gel, la
forme physique du comprimé se désintegre et la molécule d’intérét commence a diffuser mais,
a faible quantité, et durant un temps prolongé, ces résultats sont confirmés par ceux trouvés
par Le Maux et al., (2013) ; Soltani, (2011) et Mandalari et al., (2009).

e Libération a pH 6,8 correspondant au milieu intestinal:

Le profil de la libération a partir de la forme étudiée est en accord avec celui établit par
Boudendouna, (2010) et Brahmankar et Jaiswal, (2002).

La libération de la curcumine a pH 6,8 similaire au pH intestinal est rapide, car la
désintégration est émmidiate (4 min). Cela est dii au pouvoir de gélification qui est minimal a

ce pH (Boubezari, 2010).
V.6. Résultats du test d’effervescence

Tableau 19: Résultats des controles effectués sur la forme effervescente.

Controles Résultats
Granulométrie 0,5 mm

Volume apparent 7 mm
Ecoulement 7s

Caracteres macroscopiques de granulas Aspect granuleux.

Couleur homogene.
Odeur initiale du lait est plus ou moins

masquée par 1’ardme.

Uniformité de masse 2,51 g+1,89%
Caracteres macroscopiques de comprimé Surface plus ou moins lisse avec une couleur
homogene.

Forme ovale, bien définie, assez grippée.
Longueur 2,4 ; largeur 1,2 ; hauteur 0,8.

Comprimé assez fragile.

Temps moyen d’effervescence 57s
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Le temps que prend le comprimé pour étre complétement désintégrée est conforme a
la norme fixée par la Pharmacopée Européenne 2005 (< 5 min).

L’effervescence est due au dégagement du CO; qui résulte de la réaction chimique
entre I’acide citrique et le bicarbonate de sodium en présence de 1’eau, et qui donne le citrate
de sodium comme un produit de réaction. Cette réaction engendre 1’accélération de la
destruction du comprimé et la facilitation du passage rapide en solution des protéines du lait.

Réaction chimique d’effervescence :

Eau
CsHs0O~ + 3 NaHCO; —> Naz;C¢HsO; + 3H,O + 3CO, 7

acide citrique bicarbonate de Na citrate de sodium eau gaz carbonique

La formation d’une fine couche mousseuse a la surface de 1’eau qui peut étre masquée

par un simple mélange.

Figure 39: Comprimé au cours de I’effervescence Figure 40: Solution obtenue aprés 57s

V.7. Résultat du test organoleptique

Les comprimés ont subi un essai organoleptiques parl2 sujets, les résultats obtenus
sont résumés dans le tableau 20. Les scores sont exprimés en (nombre de sujets
appréciés/nombre de sujets non appréciés).

Tableau 20: Résultats du test organoleptique.

Paramétre Visuels Score Gustatifs | Score Score finale
naturel 1/12 neutre 0/12 1) Rose/Fraise
Résultat du verte 3/12 menthe 2/12 2) Jaune/Citron
comprimé jaune 2/12 citron 4/12 3) Vert/Menthe
effervescent rose 3/12 fraise 5/12 4) Marron/Chocolat
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marron 3/12 chocolat | 1/12 5) Naturel/Neutre
naturelle | 1/12 1/12 1) Rose/Fraise
Facile a
Résultat du verte 3/12 3/12 2) Marron/Chocolat
avaler
comprimé non | jaune 2/12 2/12 3) Jaune/Citron
Gout
effervescent rose 3/12 3/12 4) Verte/Menthe
agréable
marron 3/12 3/12 5) Naturelle/Neutre

D’apres ces résultats, le comprimé effervescent le mieux apprécié est celui de 1’arome
fraise a couleur rose, les sujets qui ont préféré ce type, ont déclaré que la combinaison entre
I’ardme fraise, le gotit sucré apporté par le saccharose et 1’acidité apportée par 1’acide citrique,
donne a la solution obtenue apres effervescence un gotit agréable.

Du point de vue visuel, le comprimé non effervescent le mieux apprécié est aussi, de
I’ar6me fraise a couleur rose. Cependant, tous les sujets ont déclaré que les comprimés sont

faciles a déglutir, et le gott est agréable.
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Résumé asle

Résumé

Par rapport a d'autres sources protéiques, les protéines laitieres gardent de nombreux atouts en raison de
leur neutralité et de leur connotation positive au prés du consommateur. Ce sont les polymeres les plus valorisés
dans différents secteurs, alimentaire, pharmaceutique, nutraceutique et cosmétique, grace a leur propriétés
nutritionnelles et technofonctionnelles.

Parmi les nombreuses caractéristiques de ces polymeres qui sont étudiées, leur capacité a résister contre
I’acidité et I’hydrolyse de I’estomac, supporte I’hypothése de les utiliser comme excipient gastrorésistant.

La présente étude a pour but, le développement d’une forme galénique seche (comprimé) a base de
protéines totales du lait, a libération intestinale.

En premier lieu, une formulation du concentré de protéines laiticres sous forme d’un comprimé est
réalisée, en appliquant la compression aprés granulation par voie humide.

Un contréle pharmacotechnique de granulat et de comprimé obtenu, ainsi que 1’étude de la
désagrégation et la libération d’une substance modele a partir de la forme développée a été effectué.

Le test de désagrégation montre que le comprimé se désagrege a pH 6,8 similaire au pH intestinal et non
a pH 1,2 similaire au pH gastrique, grace a la formation d’une couche gélifiante a la surface du comprimé. Cette
gélification est favorisée par des pH acides par rapport aux pHi des protéines du lait.

L’étude de la dissolution d’une substance modéle montre que la libération est principalement intestinale
et pH dépendante.

Mots clés: protéines totales du lait, développement galénique, comprimé, excipient gastrorésistant, pH,

libération intestinale.
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