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RESUME :

L’objectif de cette étude a été de formuler et caractériser des émulsions simples huile/eau d’intérét
pharmaceutique stabilisées par de la B-lactoglobuline (B-lg), de la gomme arabique (GA), de la gomme
xanthane (GX) et des mélanges B-lg:GA et B-lg:GX. Les concentrations massiques totales des
dispersions de biopolyméres étaient de 1 % et ont été augmentées a 2,5 % ssleagfunulées
n’étaient pas stables. Le mélange B-Ig:GA a été réalisé a pH 4,2 afin de permettre la formation de
complexes par interactions électrostatiques attractives entre la B-lg et la GA. Deux ratios B-1g:GA ont

été étudiés 2:1 et 1:2. Enfin, le mélange B-Ig:GX a été effectué a pH 7, ou les deux biopolymeres
étant chargés négativement ne se complexent pas et a un ratio de 1:1. Une étabiditéledss
émulsions a été menée sur 6 mois. Les stabilités obtenues ont pu étre classées paissaire cro
GA 2,5% <B-Ig:GA25% <B-lg2,5 % < GX1 % = B-Ig:GX 1 %. Plusieurs mécanismes de
stabilisation ont été¢ mis en évidence grace a I’étude des propriétés interfaciales des biopolymeres, a
I’é¢tude des propriétés rhéologiques des émulsions et a des observations au microscope confocal a
balayage lagedes émulsions aprés marquage des biopolymeéres a la fluorescence. La B-Ig et la GA
sont toutes deux capables de s’adsorber a I’interface des globules huileux alors que la GX augmente la
viscosité de la phase continue. L’association B-Ig:GA conduit & la femation d’une double couche
interfaciale stabilisante. Enfin, I’association B-lg:GX combine les mécanismes de stabilisation de la
protéine, par adsorption interfaciale et de la gomme, par augmentation de laévideoki phase
continue.

Stabilization of pharmaceutical emulsions by proteins and polysaccharides: examples of
p-lactoglobulin, gum arabic and xanthan gum

SUMMARY:

The main objective of this study was to formulate and characterize-witer simple emulsions of
pharmaceutical interest stabilized fpyactoglobulin $-g), gum arabic (GA), xanthan gum (XG), and
mixtures of B-Ig:GA and p-Ig:XG. The total biopolymer final concentration in the dispersions was
1 (w/w) % and could be raised to 2.5 (w/w) % if the formulated emulsi@ns not stable$-lg:GA
mixing was performed at pH 4.2 to allow attractive electrostatic intersctbetween the two
biopolymers and thus the formation of complexes. Two protein:polysaccharide raties w
investigated: 2:1 and 1:2. ConverseB8lg:XG mixing was performed at pH 7, where both
biopolymers are negatively charged, in order to avoid the complex formation, and withatidl:A
stability study was conducted for emulsions over a 6-month period. The obtainetiestatnlld be
classified increasingly: GA 2.5 %p<Ig:GA 2.5 % <B-Ig 2.5 % < XG 1 % =3-1g:XG 1 %. Several
stabilization mechanisms were evidenced by the study of the biopolymer irtedexperties, the
study of emulsion rheology and by confocal laser scanning microscopy observationabeiéd |
fluorescent biopolymerg3-lg and GA were both able to adsorb at the interface of oil globule. XG
enhanced the continuous phase visco$ityg:GA mixing led to the formation of a stabilizing
interfacial double layer. Finallyi-lg:XG association combined the stabilization mechanisms of both
biopolymers, respectively: interfacial adsorption and enhancement of the continuous phase.viscosity

MOTS CLES: émulsion, stabilisation, B-lactoglobuline, gomme arabique, gomme xanthane,
complexes protéine :polysaccharide, adsorption couche par couche, tension interfadtdb)ier
interfaciale, microscopie confocale a balayage laser.

KEY WORDS : emulsion, stabilization, p-lactoglobulin, gum arabic, xanthan gum,
protein:polysaccharide complexes, layer-by-layer deposition, interfacial tensienfadial rheology,
confocal laser scanning microscopy.
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Introduction Générale

INTRODUCTION GENERALE

Le terme émulsion désigne un systéme colloidal comprenant au moins deux liquides
non miscibleghabituellement I’eau et I’huile), dont 1’un est dispersé en petites gouttes dans

une phase continue constituée par I’autre liquide, sous une forme plus ou moins stable.

Les émulsions sont constamment présentes dans notre quotidien et les domaines ou on
les rencontre sont trés nombreux. Il est possible de les retrouver a 1’état naturel (lait, latex
d’hévéa), comme produit temporaire de certains procédés industriels (polymérisation en
émulsion), comme produit indésirable (exploitation des gisements pétroliers), ou enfin comme
produits finis ou d’usage courant (vinaigrette, mayonnaise, crémes, shampoings, peintures,

bitumes) (Canselier et Poux, 2004).

Leur élaboration est une opération du génie des procédés dont le principal enjeu est de
combiner de facon adéquate les propriétés physitoiques des constituants de 1’émulsion
et les conditions hydrodynamiques liées a la technique mise en ceuvre pour réaliser
I’émulsification. Ce sont des systéemes thermodynamiquemardtables, qui sont donc sujet a
une déstabilisation se traduisant par un état final de séparation des phases (Tadros et Vincent,
1983 ; Tadros 2009). Le formulateur peut ralentir ou inhiber les mécanismes physiques
conduisant a la démixtion et permettre ainsi la formation d’une émulsion plus stable dans le
temps. Ceci s’effectue bien souvent par 1’ajout d’agents tensioactifs. Le principal role de ces
derniersest d’abaisser la tension interfaciale entre les deux liquides non miscibles donnant
lieu a la formation de gouttelettes de plus petiteetadlus agitation mécanique et formant un

film protecteur autour de ces gouttelettes pour ainsi limiter leur agrégation.

Les agents émulsifiants et stabilisants les plus couramment utilisés dans les industries
pharmaceutiques et cosmeétiques sont des produits de synthése chimique. Ces tensioactifs
synthétiques sont potentiellement irritants (Secchi, 2008), et il serait intéressant de les

remplacer par d’autres molécules plus naturelles afin de développer des émulsions

14



Introduction Générale

pharmaceutiques et cosmétiques qui s’inscrivent dans la tendance actuelle de produits naturels
et biodégradables. Deux stratégies sont actuellement étudigi@siser les émulsions a 1’aide
de particules solides ou bienl’aide de biopolymeéres. C’est cette deuxieme approche que

nous avons choisi de développer dans ce travail.

Les biopolymeres tels que les protéines et les polysaccharides sont des exemples
d’émulsifiants et stabilisants naturels couramment utiligéss la formulation d’émulsions
alimentaires pour contrfler la structure, la texture et la stabilité des produits grace, entre
autres, a leur propriétés de surface et de gélification. De nombreuses protéines peuvent agir
comme émulsifiants en raison de leur capacité a s’adsorber a I’interface huile-eau(Mo6bius et
Miller, 1998). Les protéines laitiéreslles que la B-lactoglobuline (B-lg) et les caséines, par
exemple, possedent non seulement des propriétés nutritionnelles trés intéressantes, mais elles
sont également d’excellents agents émulsifiants et stabilisants. Les polysaccharides, quant a
eux, sont pour la plupart des polymeres hydrophiles qui possédent peu ou pas d’activité de
surface. lls sont le plus souvent utilisés dans la formulation des émulsions pour leur propriété
stabilisante, en augmentant la viscosité de la phase continue aqueuse (Dickinson, 2009) ou en
la gélifiant (Weisset al, 2005 ; Benna-Zayanet al, 2008).C’est le cas de la gomme
xanthane (GX), par exemple, qui épaissit la phase aqueuse ekidié@ulsion et est alors
capable de ralentir le rapprochement des gouttelettes lipidiqueet{&Lr2007). Cependant,
guelques polysaccharides possedent une activité de surface et sont alors capables de stabiliser
les émulsions:n s’adsorbant a I’interface entre les deux liquides. Les plus connus sont la
gomme arabique (GA), ’amidon modifié, ou encore la pectine acétylée de la betterave a sucre
(Dickinson, 2003 Garti et Reichman, 1993). La combinaison des avantages des protéines et
des polysaccharides dans des conditions appropriées (concentrations, ratio protéine
polysaccharide, pH, force ionique, température) est de plus en plus étudiée dans la littérature
dans le but d’améliorer la stabilit¢é des émulsions (Dickinson, 1995, 2008a, 2008b ; Guzey et
McClements, 2006). Les protéines et les polysaccharides peuvent former des complexes au
travers de liaisons covalentes ou d’interactions électrostatiques attractives. Dans ce dernier
cas, des couches de biopolyméres chargés de facon opposée peuvent étre alternativement
déposées a la surface des gouttelettes huileafsesl’obtenir une membrane multicouche
stabilisante. Ces couches sont capables de conférer une stabilisation électrostatique et stérique
améliorant la stabilité de 1’émulsion aux conditions de stress environnemental
(refroidissement, congélation) (@ual, 2007 ; Aokiet al, 2005).
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Introduction Générale

Dans ce contexte, notre travail s’est attaché a étudier les potentialités de la B-lg, de la
GA et de la GX ainsi que de leur combinaison pour la formulation et la stabilisation
d’émulsions simples(huile d’amande douce/eau) d’intérét pharmaceutique ou cosmétique
d’application dermatologique. Nous souhaitons ainsi montrer la possibilité de formuler des
eémulsions plus « naturelles », qui seraient potentiellement mieux tolérées que les émulsions
classiques. Néanmoins, nous sommes tout a fait conscients que la pré&séiments
d’origine naturelle, notamment la B-Ig (EI-Agamy, 2007), pourrait également engendrer une
intolérance. Cette protéine a été choisi comme protéine modele car elle est bien connue
cependant, nous souhaiterions pouvoir a terme la remplacer par des protéines de pois par
exemple, qui seraient potentiellement moins allergisantes de par leur origine végétale et non
animale. Leur composition est cependant plus complexe et actuellement moins bien définie

que elle de la B-Ig car il s’agit d’un mélange de protéines.

Nous nous proposons dans un premier temps de situer le conteki&ude en
matiére de stabilisation d’émulsions a 1’aide de biopolymeres par une analyse
bibliographique Tout d’abord, quelques généralités sur les émulsions et les techniques
courantes permettant leur caractérisation sont détaillées (Chapitre 1). Puis un état actuel des
connaissances dans le domaine de la stabilisation d’émulsion par des biopolymeres, ainsi que
leurs différentes applications pharmaceutiques possibles sont présentés (Chapitre 2). Enfin, le
Chapitre 3 est consacré a la présentation des différents biopolymeres utilisés dans ce travail de

these.

Dans la seconde partie de ce mémoire, sont présentés nos travaux expérimantaux. L
caractérisation des différents biopolyméres utilisés pour la stabilisation des émulsions est
détaillée dans le Chapitre Motre objectif a ensuite été de formuler et d’¢tudier le mécanisme
de stabilisation d’émulsions huile-danseau par la B-Ig et la GA, ainsi que leur comportement
interfacial (Chapitre 5). Enfin, notre dernier objectif a ététudier I’action d’un autre
biopolymere, la GX, seul etn combinaison avec la B-lg et de comparer ce mécanisme de
stabilisation avec ceux étudiés précédemment. Nous avons dans ce but étudié la stabilité
d’émulsions huile-danseau formulées a I’aide de B-lg, de GA et/ou de GX (Chapitre 6).

Enfin, dans le Chapitre Pensemble des résultats de cette étude sera discute.
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Partie bibliographique

PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Dans cette étude bibliographique, une présentation générale des émulsions sera tout
d’abord donnée afin de mieux comprendre les paramétres importants intervenants dans leur

formulation et leur stabilisation.

Dans un second chapitre, une présentation des potentialités de divers biopolymeres
naturelspour la stabilisation d’émulsions a visée pharmaceutique sera détaillée sous la forme

d’un article de revue prochainement soumisRharmaceutical Research

Le dernier chapitre de cette partie sera dédié aux biopolymeéres qui nous ont

particulierement intéressés lors de cette these.
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Chapitre 1 : Physico-chimie des émulsions

CHAPITRE 1 - Physico-chimie des émulsions
[. Définition

Il est possible de définir unem@ilsion comme une dispersion de gouttelettes d’un
liquide A dans une phase liquide continue B. Ce sont des systemes finement divisés qui sont
caractérisés par le développement important d’une interface entre les deux liquides A et B non
miscibles. Ces systémes sont thermodynamiquement instables et peuvent étre stabilisés
cinétiquement par 1’ajout d’émulsifiants. Ces derniers peuvent étre de différentes natues: des
agents tensioactifs, de fines particules solides ou bien des biopolyméres, qui vont ainsi
conférer des propriétés particulicres a I'interface et jouer un rdle fondamental dans la
stabilisationde 1’émulsion. Cette derniére peut étre fluide, crémeuse ou méme gélifiée, ce qui

permet d’explorer une large gamme de textures.

II. Classification et composition

Il existe deuxtypes d’émulsions : les émulsions simples et les émulsions multiples.
Les premiéresont constituées d’une phase dispersée dans une phase continue, et sont de type
« huile-dans-ean (H/E) si la phase continue est constituée d’un liquide polaire associé
(d’ordinaire, 1l s’agit d’eau ou d’une solution aqueuse) (Figure 1a). Dans le cas inverse, cette
émulsion est appelée « eau-dans-huile » (E/H) (Figure 1b). Les émulsions multiples, quant a
elles, consistent en une émulsion simple dispersée a son tour dans une phase continue externe.
Elles sont alors du type E/H/E ou H/E/H (Figures 1c et 1d).

Une émulsion est composée d’une phase aqueuse, d’une phase huileuse et d’un agent
émulsifiant. La phase aqueuse (ou assimilée) peut contenir des électrolytes, des composés
organiques plus ou moins solubles (hydrophiles), La phase organique est constituée par
une huile d’origine minérale (hydrocarbure, dérivés halogénés...), végétale ou animale, une
huile de siliconegtc Quant a I’interface, elle consiste le plus souvent en une monocouche

d’émulsifiants adsorbée, mais peut également renfermer des cristaux liquides lyotropes, de
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fines particules solides (silice par exemple) ou méme des électrolytes inorganiques (Canselier
et Poux, 2004).

Figure 1 : Représentation schématique d 'une émulsion a : Huile-dans-Eau, b : Eau-dans-
Huile, ¢ : Eau-dans-Huile-dans-Eau, d : Huile-dans-Eau-dans-Huile.

Une autre classification des émulsions est également possible suivant la taille des
goutteletteslispersées. La taille des gouttes formant la phase dispersée d’une macro-émulsion
est typiquement de 1’ordre du micromeétre (0,1 a 100 um) et impose 1’aspect blanc opaque
commun a la plupart des émulsions (Brochette, 1999). Les micro-émulsions, pour leur part,
sont thermodynamiquement stables et contiennent généralement un tensioactif et un co-
surfactant permettant la formation spontanée du systéme. Ce sont principalement des
emulsions transparentes avec une tres faible viscosité (Friberg et Venable, 1983). Lataille de
gouttelettes varie de 100 A & 0,1 um (Solenal, 1997). La derniére catégorie concerne les
nanoémulsions avec des tailles de gouttelettes allant de 20 a 200 nm, et d’apparence quasi
transparentes (Solan®t al, 2005). Ces nano-émulsions ne sont néanmoins pas

thermodynamiquement stables.
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1l . Mécanismes de déstabilisation

Au cours du temps, une émulsion évolue généralement Ve&xgiilibre
thermodynamique, c'est-a-dire vers une séparation appelée "démixtion" des, phases
correspondant & une surface de contact minimale entre la phase aqueuse et la phase huil
Les principaux mécanismes de déstabilisatiione émulsion sont la floculation, la

sédimentation ou le crémage, la coalescenizemirissement d’Ostwald (Damodaran, 2005).

Sous I’influence de I’agitation thermique (mouvement brownien) et des forces de Van
der Waals, la migration des gouttelettes débute par une association réversible sous forme de
"flocs" (floculation) (Derjaguin et Landau, 1941) et, selon les masses volumiques relatives
des phases, aboutit généralement a un crémage (ascension de la phase huileuse pour une
émulsion H/E) ou a une sédimentation (chute de la phase aqueuse pour une émulsion E/H)
(Tadros, 2004). La vitesse de migration des gouttes peut étreigalemtdiminuant le
diamétre des gouttes, en ayant une différence de densité minimale entre les deux phases et/ou

encore en augmentant la viscosité de la phase continue.

La coalescence correspond a la fusion irréversible du film interfacial de deux ou
plusieurs gouttelettes afin de diminuer ’aire interfaciale et doncl’énergie libre du systéme
D’aprés Gibbs (1931) I’énergie libre interfaciale (Fs) est associée a la formation d’une

surface de contact (A) entre les deux phases (Equation 1).

oF .
FE=—A=YA Equation 1
oA
avecy la tensioninterfaciale représentant la variation d’énergie libre associée a une variation

dA de I’interface. L’énergie libre sera donc minimale lorsque I’aire interfaciale sera la plus

petite.

Le mdrissementd’Ostwald (1901) est un phénomene irréversible de diffusion de
molécules de la phase dispersée au sein de la phase continue. Il est déclenché par la différence
de pression entre les gouttelettes. La surpression de LapRréEHqguation 2) est supérieure
dans les gouttes de petit rayon (R), ce qui induit un flux de matiere tendant a vider les petites
gouttes au profit des plus grosses. Ce phénoméne est conditionné par la solubilité de la phase
discontinue dans la phase continue et par la polydispersité des tailles des gouttes de la phase

dispersée. Ce phénomene a pour conséquence la diminution du rayon des petites gouttes

21
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jusqu’a leur disparition compléte et conduit ainsi d’augmentation de celui des plus grosses,
modifiant considérablement la granulomeétri
2 .
Ap=2! Equation 2
R
I1 est important de noter que la déstabilisation n’est pas toujours indésirable. Elle peut
néanmoins étre voulue et provoquée par exemoplgu’une molécule active doit étre libérée
au niveau de son sitd’action. Une modification de la pression osmotique, du pH,
I’application d’un cisaillement permet alors la déstabilisation de 1’émulsion et la libération du

principe actif qu’elle contient au moment voulu (Lét al, 2010).

IV. Mécanismes de stabilisation

La stabilité des émulsions est gouvernée par de nombreux parametres tels que le pH, la
force ionique, le ratio phase/volume, la viscosité et la température. Cependant, le parametre le
plus important est celui de la taille des gouttelettes (Das et Kinsella, 1990). Il est donc
possible de moduler de nombreux paramétres lorsque 1’on souhaite ralentir les phénomeénes

physico-chimiques responsables de la démixtion des phases.

La viscosité de la phase aqueuse, lorsqu’elle est augmentée, permet de ralentir la
migration des gouttelettes au sein de 1’émulsion et donc de retarder la floculation, la
sédimentation ou le crémagka viscosité de 1I’émulsion peut également étre augmentée
lorsque la fraction volumique de la phase dispersée est importante. Ainsi, les gouttelettes se
déplacent moins au sein de 1’émulsion en raison d’un manque de place ce qui rend le systéme

plus stable.

Enfin, la granulométrie de 1’émulsion (taille et distribution de taille) dépend de la
fraction volumique de la phase dispersée, du procédé de fabrication et de la nature des
interactions colloidales (fréquence et efficacité des collisions). Les émulsifiants vont donc
influencer de facon considérable la granulométrie et la stabilité des émulsions suivant leurs
nature, concentration, rapidité d’adsorption, pouvoir tensioactif, capacité a former une couche
protectrice (Dickinson et Rodriguez Patino, 1999). Leur réle est de faciliter la formation des

gouttelettes en s’adsorbant a ’interface entre les deux phases. Les émulsifiants peuvent ainsi
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Chapitre 1 : Physico-chimie des émulsions

généralement diminuer la tension interfaciéiknergie a apporter au systéme pour former des
gouttelettes et réduire leur diameétre afin de retarder les phénoménes de déstabilisation. Il
existe différents types’émulsifiants : les tensioactifs (TA), les particules solides et les
chaines de polyméres (Figure 2). Les plus couramment utilisés sont les TA monomériques

(Figure 2a).
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Figure 2 : Représentation schématique des différents mécanismes de stabilisation pour une
émulsion H/E. a : TA monomériques, b : particules solideshaines polymériques. (adapté
de Myers, 1999).

Les tensioactifs sont des molécules amphiphiles constituées de deux parties distinctes
une partie lipophile composée généraleméhine ou plusieurs chaines hydrocarbonées
aliphatiques ayant une affinité pour la phase huileuse et une partie hydrophile représentée pa
un ou plusieurs groupements polaires, ioniques ou non ioniques présentant une affinité pour la
phase aqueuse. Du fait cette structure, ils ont tendance a s’adsorber aux interfaces. En
raison de leur diversité, |85A sont répartis en quatre classes suivant la nature de leur partie
hydrophile. La premiére est constituée des TA anioniques ayant une téte polaire chargée
négativement (ex : le dodécyl sulphate de sodium ou SDS). La seconde comprend les TA
cationiques dont la téte polaire est chargée positivement (ex: le bromure de
tetradecyltrimethyl ammonium ou TTAB). La troisieme contient les TA zwittterioniques ou
amphotéres dont la partie hydrophile est chargée a la fois positivement et négativement,
conduisant a une charge globale nulle (ex : le lauroamphodiacetate disodium ou Miranol)
Enfin, la derniere classe est constituée des TA non ioniques qui ne possedent pas de charge
sur leur partie hydrophile (ex : le polyoxyéthyléne sorbitane monolaurate ou ®r2@en

(Myers, 1999). Suivant leur classe, ils peuvent étre potentiellement irritants pour la peau. Les
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cationiques notamment sont d’une fagcon générale bien plus irritants que les zwitterioniques

ou que les non ioniques. Ces derniers étant les mieux tolérés (Martini, 28€chi, 2008).

Les particules solides (Figure 2b) peuvent, dans certains cas, stabiliser des émulsions
qui sont alors appelées émulsions de Pickering (Pickering, 1907 ; Ramsden, 1903). Ces
particules sont de dimension colloidale (inférieure a quelques centaines de nanometres). Le
mécanisme de stabilisation vient de leur adsorption interfaciale (sans abaissement de la
tension interfaciale) et des interactions interparticulaires. Les particules doivent étre mouillées
par les deux phases de I’émulsion. La présence des particules solides a la surface des gouttes
assure une stabilisation stérique empéchant leur coalescence (Tambe et Sharma, 1994). La
présence de particules dans la phase continue peut également entrainer la formation d’un
réseau tridimensionnel réduisant ainsi les possibilités de migration des globules (Binks et
Horozov, 2006). Plusieurs types de particules solides (métalliques, minérales et organiques)
peuvent étre utilisés, tels qude dioxyde de titane, I’oxyde de fer, les hydroxydes
métalliques, les silices, les argiles, le carbonate de calcium et les latex de polystyrene
(Aveyard et al, 2003 ; Wang et Hobbie, 2003). Une stabilisation efficace a également été
rapportée avec des cristaux liquides, des bactéries, des pollens ou des spores (Detrobantu
al., 2004; Binks et al, 2005).

Enfin, les polyméres (Figure 2c) sont dascromolécules capables de s’adsorber a
I’interface entre les deux liquides afin de diminuer la tension interfaciale et permettre une
stabilisation des gouttelette$.’adsorption est possible de par la présence de régions
hydrophobes au sein de leur structure. lls peuvent étre naturels tels que les protéines (Norde,
2003) et certaines gommes (Dickinson, 2003) ou bien synthétiques comme la
polyvinylpyrrolidone et 1’acide polyacrylique. Il existe également des polyméres capables de
stabiliser les émulsions sans s’adsorber a I’interface. Ils agissent alors par augmentation de la
viscosité de la phase continue agueuse (Paraskevopetuddu2004). Cette viscosité ralentit
ensuite le rapprochement des gouttelettes d’huile les unes par rapport aux autres. La

stabilisation des émulsions par les biopolymeres est décrite plus en détails dans le Chapitre 2.
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Ces deux derniéres catégories d’émulsifiants/stabilisants (Figures 2bet 2c) permettent
une approche plus naturelle de la stabilisation des émulsions et pourraient étre intéressantes

pour tenter de s’affranchir de la toxicité potenticlle des tensioactifs de synthése.

V. Procédés d’émulsification

La formulation d’émulsions se déroule généralement suivant quatre étapes (Canselier
et Poux, 2004). La premiéere consiste a mettre les différents constituants a la méme
température et a additionner I’émulsifiant dans la phase externe le plus souvent. La seconde
comporte la pré-émulsification de la phase dispersée au sein de la phase continue avec des
tailles de gouttes assez grossieres. La troisieme est une étape d’homogénéisation permettant la
réduction de la taille des gouttelettes. Enfin, la derniére étape est une étape de refroidissement
ol peuvent étre ajoutés des additifs permettant de corriger la viscosité, la brillance, la

couleur...

La deuxieme étape de pré-émulsification est généralement réaliagk de turbines
assurant la dispersion de la phase dispetséesein de la phase continue. L’étape
d’homogénéisation, quant a elle, est réalisée par des homogénéisateurs comprenant les
systemes rotor-stator, haute-pression, ultrasons et membranes microcanaux (8ttalbert
2003; Canselier et Poux, 2004) (Figure 3). Il convient de ngtéil existe également des
procédés non mécaniques tels que la précipitation de la phase dispersée au sein de la phase
continue, ef’inversion de phase, généralement lors de 1’ajustement de la température a celle

d’inversion de phase (Figure 3) (Schubest al, 2003).
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Figure 3 : Représentation des différents procédés d’émulsification (Schubert et Engel, 2004).

VI. Conclusion

Ce chapitre sur la physico-chimie des émulsions montre toute la complexité de la
formulation et de la stabilisation de ces systémes. Beaucoup de parameétres physico-chimiques
(pH, force ionique, fraction volumique de la phase dispersée, nature et concentration de
I’émulsifiant...) et physiques (procédé, température...) sont a considérer pour controler la
stabilisation de 1’émulsion (ou sa déstabilisation si elle est recherchée). Le choix de
I’émulsifiant semble étre un paramétre clé pour I’émulsification. De nombreux émulsifiants
et/ou stabilisants ont été présentés dans ce chapitre montrant le large choix de molécules
existant. Nous avons également montré notre intérét pour I’utilisation de constituants naturels

et ¢’est dans cette perspective que le Chapitre 2 a été rédigé.

26



Chapitre 2: Biopolymeéres naturels pour la stabilisation d’émulsions pharmaceutiques -
Une alternative aux tensioactifs synthétiques

CHAPITRE 2 - Biopolymeres naturels pour la stabilisation
d’émulsions pharmaceutiques . une alternative aux

tensioactifs synthétiques.

Ce chapitre comprend un article de revue devant étre soumis au journal

Pharmaceutical Researat s’inscrit dans la continuité du Chapitre 1 précédent.

L’objectif de ce chapitre est de montrer les potentialités qu’ont de nombreux
biopolyméres naturels poda stabilisation d’émulsions. Leur utilisation est envisagée en
remplacement des tensioactifs de synthése, potentiellement irritants, afin de répondre a une
demande croissantale produits et d’excipients plus naturels et respectueux de

I’environnement.

Le présent article reprentbut d’abord les points essentiels de la stabilisation
d’émulsions par des biopolymeres tels que les mécanismes et les différentes méthodes de
caractérisation. Deux types de biopolymeres, les protéines et les polysaccharides, sont
présentéscomme alternative a 1’utilisation des tensioactifs usuels. lls sont couramment
utilisés dans I’industrie agroalimentaire et apparaissent comme des candidats prometteurs
dans le domaine des émulsions pharmaceutiques. Ces deux types de biopolymeéres peuvent
aussi €tre associés au travers de liaisons covalentes ou d’interactions électrostatiques
attractives. L’association des avantages de ces deux types de biopolyméres dans des
conditions appropriées (concentration, ratio protéine : polysaccharide, pH, force ionique,
température) permet d’améliorer la stabilité des émulsions. Il est aussi possible de déposer
autour des globules une alternance de couches de biopolymeéres chargés de fagcon opposés,
afin d’obtenir une « membrane » multicouche interfaciale protectrice. Ces couches permettent
une stabilisation électrostatique et stérique ameliorant la stabilité thermique et la résistance

aux traitements extérieurs des émulsions.
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Des biopolyméres comme falactoglobuline, la caséine, la gélatine, les alginates, les
carraghenannes, la gomme arabique, la gomme xanthane, le chitosan et leurs complexes sont
décrit. L’accent a ensuite été mis sur leperspectives prometteuses d’applications
pharmaceutiques de ces émulsi@nstant que systémes d’encapsulation et de libération

contrblée.
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Abstract

Emulsions are widely used in pharmaceutics for the encapsulation, solubilization, entrapment, and
controlled delivery of various active ingredients. They are not thermodynamically sfatdens and

are thus prone to phase separation. Addition of emulsifiers allows the formulation of emulions wi
improved stability thanks to formation of structured interfacial films or thickeniiige continuous
phase. In order to answer the increasing demand for natural and clean label excipients, potentially
irritative synthetic surfactants can be replaced by naturally occurring biopolymersn®ewtdi
polysaccharides are examples of biomacromolecules capable of stabilizing emulsions. They are
currently used in the food industry and appear as promising candidates in the field of pharrhaceutica
emulsions too. Proteins and polysaccharides may be associated either through covalent bonding or
attractive electrostatic interactions. The combination of the properties of these biogalyier
appropriate conditions leads to increased emulsion stability. Alternative layers of elgpistrged
biopolymers can also be formed around the globules to obtain laygitéd “membranes”. These

layers can provide electrostatic and steric stabilization thus improving thermalystatilitesistance

to external treatment. Various pharmaceutical applications of these novel biopolymer-stabilized
emulsions such as encapsulation, controlled digestion, and targeted release are proposed and

demonstrate the great potential of these systems.

Keywords: emulsion, stabilizatiorhiopolymer, delivery systems, layby-layer.
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1. Introduction

An emulsion consists of a dispersed liquid into another one, each liquid being immiscible, or poorly
miscible in the othelrl]. The dispersed phase forms droplets into the continuous phase. Emulsions are
not thermodynamically stable systems: they can destabilize and phase separate [1, 2]. Addition of
emulsifiers with interfacial and/or thickening properties allows their formation andiztibn.

Emulsions can be classified into two groups: simple emulsions and multiple ones. Two classes of
simple emulsions can be defined, namelyimivater (O/W), and waten-oil (W/O) (Figure 1). A

more sophisticated system is constituted by multiple emulsions. The simplest ones are double
emulsions like oiin-waterin-oil (O/W/O) or waterin-oil-in-water (W/O/W) (Figure 1). In this last

case for example, the emulsion is composed of aqueous droplets, which are dispersed inside oily
drops, these oily drops being themselves dispersed in an external aqueous phase [3]. Emulsions can
also be classified according to their droplet size into three categories: macro-emulsions, micro
emulsions, and nano-emulsions. Macro-emulsions are emulsion systems with droplet sizes ranging
from 0.1 to 100 um. These sizes allow light scattering and give their white color teysts®s.
Micro-emulsions generally contain both a surfactant and co-surfactant that induce spontaneous
formation of the system. Micrerulsions are often transparent to the eye, with low viscosity, and are
thermodynamically stable [4]. This stability is due to very low interfacial tesstgpically 10'-10?

mN/m [5]. Their droplet size varies from 180to 100 nm [6]. The last category, nano-emulsions, is
often referred to emulsions with droplet sizes in the nanometric scale, generally 20-20éhnm, w
transparent or translucent appearance due to their characteristid.sizentrary to micro-emulsions,
they are not thermodynamically stable. Numerous applications are found for emulsions such as in
food, agricultural, pharmaceutical, cosmetic, and petroleum indust}lids fBe pharmaceutical field,
emulsions are mainly used for parenteral, oral, and topical (skin and eye) deliveries [&r& hey
either directly used as such or as a step to obtain hano- and micro-particle systems fooribatigett

of active ingredients [9].
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B (]

simple emulsions

multiple emulsions

Figure 1: Schematic representation of a:i@iWater, b: Watein-Oil, c: Waterin-Oil-in-Water, and

d: Oil-in-Waterin-Oil emulsions.

The present review explores the potentialities of natural emulsifiers for the replacemarthefic

irritative surfactants that are usually used in pharmaceutical emulsions, in order totheswe

increasing demand for natural excipients and sustainable development. Biopolymers such as proteins
and polysaccharides are good examples of natural emulsifiers/stabilizers currentlyexedaarthe

food industry and could be used to stabilize pharmaceutical emulsions. In the pharmaceutical field,
they are already used for other applications such as capsule formation (gelatin), tablet tsmder (g
arabic, chitosan, hypromellose), suspending agent (gum arabic, hypromellose), mucoadhesive
formulations (chitosan), matrix for extendegiease tablets (hypromellose}c [10]. Many proteins

can act as emulsifiers because of their ability to adsorb at the oil-water interface [iiidraase

emulsion stability [12]. Milk proteins such as caseins [aattoglobulin are currently used for this
purpose. Most polysaccharides can act as stabilizers for emulsions by forming an extended network in
the continuous phase which thus becomes highly viscous [13] and can even form a gel [14, 15]. This
network is able to slow down droplets movements and even entrap them. Only few polysaccharide
derivatives possess surface properties allowing their adsorption at the oil-wateréntEnfamost

widely used are gum arabic, modified starches, modified celluloses, some kinds of pectin, and
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galactomannans [16, 17]. Combining the properties of proteins and polysaccharides under appropriate
conditions (concentration, proteiopolysaccharide ratio, pH, ionic strength, temperature) may be a
valuable strategy for improving emulsion stability [18-21]. Indeed, proteins and polysacchardes
form complexes through covalent binding or attractive electrostatic interactions. Inghedatt,
alternative layers of oppositely charged biopolymers can be formed around the oil globulasito obt
multi-layered “membranes”. These layers provide both electrostatic and steric stabilizations thus
improving thermal stability and resistance to external treatmenthiermal processing, chilling, and
freezing) [21-23]. In the stability of emulsions, the formulation process is also a key parduaeter
influences their microstructure (droplet size). Emulsions can be formulated by mangndiffer
protocols, involving rotor-stator systems, ultrasound, high-pressure systems, phase inversion
temperature, microporestc[24]. However, it is out of the scope of this review to give a detailed
description of these formulation processes. After a general presentation of emulsiaattabind
destabilization mechanisms, this article reviews ongoing research on emulsion stabbization
proteins, polysaccharides, and their mixtures. The potential pharmaceutical applicati@ss ofavel

biopolymer emulsions stabilizers are then described.

2. Emulsion stability and characterization

2.1. Destabilization mechanisms

During emulsification, the interfacial area between the continuous and the dispersed phases is
considerably augmented compared to the interface before dispersion. The interfacial free energy is
therefore significantly increased. In accordance with the thermodynamic dictum thatetsy

should be at their global energy minimum state, emulsions rapidly tend to phase separatedn order
minimize the interfacial contact area and free energy. This instability mariteedt by various
mechanisms: flocculation, coalescence, creaming or sedimentation, and Ostwald ripening (Figure 2).
Flocculation and coalescence are the major destabilization mechanisms [25]. Flocculation istthe resul
of attractive forces between the droplets and leads to the formation of flakes cfetigplease. It may

occur in biopolymer stabilized emulsions, either by depletion or bridging mechanisms (Figure 3)
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Depletion flocculation arises when biopolymer concentration exceeds a critical value. Indeed, the
presence of non-adsorbing or excess biopolymer in the continuous phase increases the attractive force
between the droplets by osmotic effects and provokes the exclusion of the biopolymefrahrathe

narrow region surrounding two dro@é¢26]. Bridging flocculation occurs when a single biopolymer
molecule adsorbs to the surface of more than one emulsion droplet. It thus acts as a polymeric link and
promotes bridging flocculation [21]. The formed flakes are the first step of sedimeifiattO

emulsions) or creaming (in O/W emulsions) and coalescence.

g
S
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33
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Figure 2: Schematic representation of the various destabilization mechanisms fomaWaiér

emulsion.

In some cases, the flocculation mechanism is reversible and simple magnetic stirring or hand shaking
can break the flakes. However, in some other cases, it is irreversible and droplets coalesce. Small
droplets fuse together and progressively form larger globules. Emulsions can also urederijagcor
sedimentation, which consists in the migration of globules to the top or bottom of the digpersi
depending on the relative densities of the two liquid phases. Finally, Ostwald ripeaidgfusion

mechanism of dispersed phase molecules through the continuous phase, without any contact between
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droplets, related to the solubility of the dispersed phase in the external phase. This diffesion tak

place from small droplets to larger ones, driven by a higher Laplace pressure existing in the former
ones. Over time, the droplet size distribution shifts toward larger values. Ultimately, tnes@nmms

can lead to the oiling off and the emulsion breaks up into separated oil and water phases.iéfpcculat
sedimentation and creaming are reversible mechanisms of droplets migration, whereas Ostwald
ripening and coalescence are non-reversible mechanisms of droplets size increase. For in-depth
understanding of these destabilization mechanisms, a very good description can be found in the review

of Damodaran [27].
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Figure 3: Schematic representation of a: depletion and b: bridging flocculation in presence ef.polym

In the pharmaceutical field, it is necessary to control these destabilization mechanisms.rigependi
the applications it may be important to slow down the emulsion destabilization mechanisms to a
maximum or to know the exact environmental conditions (shear ratet@}ithat will allow the

destabilization of the emulsion and the consequent release of the encapsulated activeptieaimac

ingredient at the right time to the targeted site.

2.2. Stabilization methods

Emulsifiers and stabilizers are commonly used to kinetically stabilize emulsions. Thegsaifietl in
four categoriesd8]. The first class is composed of non-surfactant ions that can adsorb to the droplets
surface without affecting the interfacial tension nor facilitating the emulsidficptocess. However,

some may, under appropriate conditions, impose a slight electrostatic barrier between approaching
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droplets thus contributing to emulsion stabilization. The second class is composed of small non-
surfactant colloidal solids that adsoile (silica or clay particles of Pickering emulsions) and form a
physical barrier between droplets, thereby delaying or preventing coalescence. The thisd class
constituted of classid monomeric surfactants, like sodium dodecyl sulphate. They decrease interfacial
tension and increase emulsion stability but can be quite irritative and potentially toxidsder
environment. Finally, the fourth class comprises polymer surfactants. In addition to their general
interfacial tension lowering properties, they induce steric or electrostatic interactiompeiathe
interface viscosity or elasticity, or changes in the bulk viscosity of the system thusiimgpgowlsion

stability.

Biopolymers (proteins and polysaccharides) described in this review, belong to thiadssThey
combine several mechanisms to prevent flocculation and coalesBevmalymer gels and non-
adsorbing thickening polysaccharides reduce droplets movements and encounters in emulsions by
increasing the viscosity of the continuous phase. Adsorbing biopolymers act on inter-droplet
interactions. Indeed, flocculation and coalescence can also be avoided by inducing repulsive

electrostatic interactions or steric hindrance between droplets.

Emulsion stabilization or destabilization by a biopolymer depends on various parameters, such as
polymer nature, polymer concentration, pH, ionic strergfih When formulating a biopolymer-

stabilized emulsion, it is thus necessary to control them.

2.3. Emulsion characterization

This paragraph gives a general overview of various techniques used for emulsion characterization and

elucidation of stabilization mechanisms. However, this following list is not exhaustive.

Emulsion type

The continuous phase of an emulsion can be water (in O/W emulsion) or oil (in W/O emulsion).
However, the general aspect of both systems is often very similar, even if some sensorial techniques

rapidly allow the identification of one or the other emulsion type (shining aspect, oily toutiondilu
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in water, dissolution of methylene blue) [29]. Measurement of the external phase conductivity is more
accurate. Indeed, an aqueous continuous phase has a higher conductivity than an oily one [30]. Most

biopolymers are water soluble, and thus tend to form O/W emulsions.
Emulsion granulometry

The granulometry of an emulsion is a very important parameter which is related to thkatiorm

process. The droplet size distribution and polydispersity can be measured by means of various

experimental techniques, such as laser diffraction [31, 32], dynamic light scattering [33, 34], and

optical microscopy [33]. The most popular definitions available to obtain the droplet-size are [35]:
2. nd

the volume-surface (or Sauter) mean diamedey:= < Eqg. 1

2. ndf

> nd!
the volume-moment mean diametelr;, = ! Eq. 2

- > nd?
where nand dare the number and diameter of the globule population i, respectively;

kT
6nnD

and the hydrodynamic radiuR, = Eq. 3

where I is the Boltzmann constant, T the temperatyithe viscosity of the continuous phase, and D

the diffusion coefficient of a droplet.

Emulsion stability

Emulsion stability is a result of physical stability (no phase separation), cheraléitys{no

chemical reaction), and microbiological stability (no germ development). The physicatystainilbe
evaluated by two accelerated aging methods, which mimic conditions that formulations could undergo
during transport and storage. The first one consists in evaluating samples stored at different

temperatures (from 0 to 40 °C) and for various periods of time (from 24 h to 15 days). It may also
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include repeated hot-cold cycles. The second method enhances by centrifugation the sedimentation or
creaming processes that can lead to coalescence [36]. Accelerated aging studies by centrifugation

allow determination of the emulsion stability index (ES) following Equation 4:

remaining emulsion height

ES¢o = —— : .
initial emulsion height

x100 Eq. 4

However, one must be careful when drawing conclusions from results obtained by these methods, as

they do not perfectly mimic the natural aging process.

Another way and relatively new approach is to evaluate emulsion stability by using a Turbiscan
(Formulactioff, L’Union, France). The apparatus is composed of a reading head consisting of a pulsed

near infrared light sourc@ € 850 nm) and two synchronous detectors that scan the entire length of an
emulsion filled tube. The transmission detector measures the light flux transmifcduiate)

through the emulsion, and the backscattering detector receives the light backscattered (ate)35° ang
by the emulsion. Diffuse reflectance and transmittareceussample height and time are obtained,
allowing detection of flocculation and coalescence processes even at an early stage (mtsble

eye) [37, 38].
Rheological properties

The flow characteristics of emulsions are influenced by various interaction foatexcur in the

system during sedimentation or creaming, flocculation, coalescence, and Ostwald ripening. Several
factors affect emulsion rheology such as volume fraction and viscosity of the dispersed phase, droplet
granulometry, viscosity of the continuous phase as well as its chemical composition (polarity, pH)
nature and electrolyte concentration, and interfacial rheology [39]. Numerous methods are d@ailable
investigate emulsion flow properties. It is possible to perform flow, creep, and osgibaperiments.

In oscillatory measurements, a viscoelastic material is subjected to a sinusoidaty g#gin (or

stress). The response in stress (respectively strain) is then monitored. From these measiirisment
possible to determine emulsion viscoelastic parameters such as storage (G') and loss mo@uli (G"
modulus represents the elastically stored energy in the emulsion, and G" modulus the energy
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dissipated in viscous flow [39]. Depending on their properties, emulsions can either maintain the
necessary fluidity for their transport and distribution or exhibit a yield behavioriatjdahe absence
of flow under small shear stress. The shear-thinning behavior is probably the most encountered
rheological behavior in the field of emulsions: the apparent viscosity decreases wheinigptheas
shear rate. From the variation of the different rheological parameters, it is possilge tioe stabiliy

of emulsions, their texture, syringeability, and conditioning possibilities for fajyptcations [39].

Zeta potential measurements

This technique may help predicting flocculation and coalescence because emulsion stability can be
influenced by the interfacial electric charges [31-34]. The effective charge of a dréflat filom its

real charge because of the presence of counter-ions in the solution. The closest ones are attached by
electrostatic attractions. They are in immediate contact with the droplet surfaftgrarthe Stern

layer. These attached counter-ions decrease the droplet real charge. Their conce mtmataqicty
decreases when deviating from the droplet surfaces till reaching its equilibriumrschluticentration.

In an electrical field, the adsorbed counter-ions of the Stern layer move jointly with the.drbplet
electrophoretic mobility(,) is first calculated using the von Smoluchowski theory modified by

Henry [40] (Equation 5), with v, the droplets rate and E, the applied electrical field.

_Vv
Mep E Eq. 5
The zeta{-) potential can then be calculated applying Henry’s relation (Equation 6):
2¢(f (ka)
0= 4. Eq. 6
3n

wheree is the liquid dielectric constant, 1 its viscosity, and f(ka) is Henry’s function being equal to 1.5
when approximating with Smoluchowski. Tt¥potential corresponds to the potential measured at the
Stern layer. A high absolute value of thpotential avoids flocculation. Conversely, a small value

(close to zero) allows the droplets to come in closer contact with each other and flocculate.
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The ionic strength is of importance in emulsion stability as high ionic strength cae ishaiydet
flocculation if the electrolyte concentration is high enough to electrostaticalgnsdreplets charge

[41]. This screening can be detected ipotential measurement because its value gets closer to zero.
Determination of biopolymer adsorption

It is possible to plot adsorption isotherms of a biopolymer at the oil-water interface. The graph
represents the adsorbed amount of polymer on an interfacialeasesthe concentration of the

polymer [42]. The shape of the curve indicates when the interface is entirely covered by ending as a
plateau. It also gives information about the adsorbed molecule conformation and about competitive

adsorptio43].

In the case of proteins, their interfacial concentration (I') can also be calculated from the specific

surface area of the oil droplets, and from the difference between the amount of protein used to prepare
the emulsion and that measured in the aqueous phase after the emulsification process. After a
centrifugation step, the following mass balance (Equation 7) is frequently used [36, 44-46]:

Vc (CINI B CSER) — (1_ ®)d
SV, 6D

I =

= (Cini = Cser) Eqg. 7

where S is the specific surface area of the dropletsnd \p,. are volumes of the continuous and oil
phases, respectively, @ is the oil volume fraction, Cyy, is the initial protein concentration in the

solution, and Geris the protein concentration in the aqueous phase (in the serum) after emulsification
determined by the Bradford method [47]. It is important to note that to perform such a
characterization, the equilibrium between the adsorbed and the non-adsorbed chains should not be

modified by the centrifugation step.
Interfacial tension measurements

Three techniques can allow interfacial tension measurements: the pendant (or risinggttozy m
based on the analysis of the shape of a drop, the Wilhelmy plate and the Du Nolly ring methods

consisting in measuring the force that can pull out a plate or ring from the studied liquid surface. An
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emulsifier is often considered as a surfactant which decreases the interfacial tadsiedtHe lower

the interfacial tension, the more stable the emulgl8h Adsorption kinetics is of importance and is
influenced by the molecular weight of the surfactant: a small monomeric one adsorbs atfde=inter
very quickly. This rapid adsorption during emulsification process contributes to the jpvadafct

small droplets, which in turn, favors good stability to the system. However, decreasing fheialter
tension is not the only mechanism of emulsion stabilization by emulsifiers. For example, some high
molecular weight biopolymers which slowly adsorb at the interface and/or decrease theiahterf
tension to a small extent only, still confer the interface very good viscoelastic @epddwing

stabilizing emulsions [49].
Interfacial rheology measurements

Stress/strain relationships occurring at interfacdsi-dfmensional phases such as surfactants or
biopolymers single-/multi-layers in an emulsion can be studied by interfacial rheologic &bt

viscous moduli are obtained for each interfacial strain. The drop method can be useddoadilati
rheological measurements. The volume of a pendant (or a rising) drop is submitted to sinusoidal
variations, thus resulting in expanding or compressing the surface of the drop. The interfaimalis
determined by analyzing the profile of the drop according to the Laplace equation, by means of a CCD
camera connected to a computer. Another technique consists in using a rheometer equipped with a bi-
conical disk. This disk is placed at the interface between the two liquids and rotatesnindetee

viscous, and elastic shear rheological parameters of the studied intertaoepléx modulus (E*) can

be defined for both techniques as follows (Equation 8):
E* = E'+IE" Eq. 8

where E' is the elastic modulus describing the elastic properties of the interface, and E" the viscous
modulus correlated to its viscous resistance. The phase angle () is related to E' and E" moduli by

Equation 9:

tand = E Eq. 9
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o values below 45 ° reveal a predominantly elastic behavior, a more favourable condition for emulsion
stability. Correspondingly, a high elastic modulus compared to the viscous one is correlated to good
emulsion stability. Bos et al. [50] consider that dilational elasticity and viscosity are very important
indicators of film rupture, since this rupture can mainly be seen as a dilational deformation. If we
consider emulsion stability, this means that when two droplets of the emulsion encounter, the elastic
interface resists to the strain stress created by the deformation of the droplets, thus preventing
coalescence and favouring emulsion stability [51]. Emulsions containing adsorbing biopolymers are

very well stabilized because of the formation of such viscoelastic adsorbed layers [12, 50].

Interfacial film thickness and refractive index

The thickness of an interfacial film can be determined by ellipsometry. This technigbe applied

to the adsorption of surfactants molecules at the air-liquid interface [52, 53] aswledl oil-water

one [54, 55]. The principle of the measurements is based on the change in the state of polarization of
the reflected polarized light against the studied interface. This change is expressed in amiitude ra
(P) and phase shift (A). These two parameters give the refractive index of the two materials provided

that the interface is clean. In the case of an adsorbed interfacial film, they depend omitsshacid
refractive index. It is then possible to obtain the adsorbed layer thickness, and its naetineefr

index knowing these parameters (¥, A) for several surrounding medium. The monitoring of ¥ and A

allows studying the process of interfacial layer formation upon adsorption of an emulsifgimdsg

56]. For example, Russe¥ al, obtained a thickness of 1.8 nm for the first B-casein layer adsorbed at

the oil-water interface, and 5.4 nm for the second one [56]. It is thus possible to apply this technique to

a multi-layered interfacial film.

3. Protein-stabilized emulsions

Many proteins are able to adsorb at the interface and facilitate droplets disruptevebing the
interfacial tension [57]. However, at equivalent interfacial concentration small sgrgbgtctants are
generally more effective than proteins in reducing the interfacial tension. Typioaly proteins

decrease the oil-water tension by about 15 to 20 mN/m at saturated monolayer coverage compared
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with 30 to 40 mN/m for small synthetic surfactants [58]. However, proteins lehett@dynamically

and kinetically more stable emulsions [27, 50]. In their primary structure, proteins contain hydrophilic
and hydrophobic residues randomly spread all over the structure. In the tertiary folded conformation,
some of these residues exist as segregated patches. At the oil-water or air-water intedace, prot
adsorption proceeds in three main stages [59]: diffusion from the bulk to the vicirigyiotérface,

actual adsorption, and reorganization of the adsorbed protein. During adsorption, only adfabgon
protein hydrophobic groups is embedded into the lipophilic phase and most of the protein structure
remains into the aqueous one. Proteins then undergo conformational changes in order to maximize the
number of favorable interactions and minimize the number of unfavorable ones in their environment.
Intermolecular interactions between adsorbed protein molecules can lead to the formatighlgf a h
viscoelastic film that prevents coalescence [60]. The remaining protein residues in thes guzse

also provide steric stabilization against flocculation and coalescence [61]. It is imporatd that

all proteins possess various amounts of hydrophobic groups and exhibit different flexibility.

Consequently, they exert diverse interfacial properties.

Typically, 1 to 3wt % protein concentration is used to stabilize emulsions [27]. In this concentration
range, protein adsorption rate is not a limiting factor to emulsion formulation. The\effexsts of
proteins in emulsion stabilization can be improved through physical, enzymatic, and genetic
modifications. For example, partial denaturation or unfolding of proteins can be obtained under
controlled heating and shear conditions [62, 63]. These modifications allow them to expose more

hydrophobic groups towards the air or oil phase.

Among others, caseins, whey proteins, gelatins, and pea proteins are commonly used in the food

industry. We describe them in more details in the following sections.

Caseins

Caseins are the main protein components of mammalian milk. In emulsion formulation, sodium
caseinate is generally used. It mainly consists of a partially aggregated mixture of faduaidi

flexible caseinsds, asp, B, ) (19,000 - 25,000 g/mol) [64]. In milk, caseins are intimately associated
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with calcium phosphate in the form of colloidal particles called “casein micelles” [65]. The two major
individual caseinsys;andp, are extremely effective emulsifying agents. They are able to decrease the
interfacial tension during emulsification, and to protect newly formed fine droplets against

flocculation and coalescence by a combination of electrostatic and steric repulsions [64]. Moreover,
adsorbe@-casein layers at the air-water interface display a viscoelastic behavior as evidenced by
magnetic rod interfacial shear rheometry [66] and electrocapillary wave diffractiorCi&sgin-

stabilized emulsions do, however, destabilize by a flocculation mechanism in presence of calcium
salts, as observed by Dickinson and Davis [64] by droplet-size measurements. Dalgleish and others
[68, 69] explained this phenomenon by the strong specific calcium ion binding to the negatively
charged phosphoserine groups of casein, which reduces the net negative charge and thickness of the
adsorbed caseins layer. To our knowledge, no marketed pharmaceutical emulsion containing caseins

exists to this date, but these proteins can beinsgume nutritional supplementation formulations.

Whey proteins

Milk globular whey proteins are a mixture @dactalbumin S-lactoglobulin, and several other minor
proteins (immunoglobulins, serum albumin) that are less flexible than caseins. They aré/aiseent
with success in food emulsions, especiffgctoglobulin (18,300 g/moBnd a-lactalbumin (14,200
g/mol) [46, 70]. For example, Kirmt al.[71] have shown that it was possible to stabilize emulsions
with B-lactoglobulin at pH 7, as this protein bears a net negative charge and induces relativgly str
electrostatic repulsion between droplets. Indeed, Itiier phis protein is 5.2. However, these authors
also observed by particle size measurement$tlttoglobulin-stabilized emulsions were rather heat
sensitive and flocculated during heat treatments [71]. This finding is in agreement with Ye’s results

[44]. Indeed, temperature should not exceed a certain critical value (~ 70 °C) otherwise pritdihs
and expose reactive groups that increase attractive interactions between them [71]tdeading
extensive droplet flocculation [12]. Beside its stabilizing effect by electraataiteractions,
B-lactoglobulin is also able to decrease the air-water or oil-water interfaciandmigi 73].

Moreover, Wistnekt al.[73] have performed interfacial dilational rheology measurements using the
pendant drop method and reported its elastic behavior. They described that at low protein
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concentrations, the adsorption proceeds first at a clean interface that is free of kopoblecules.

When the first molecules reach the interface in optimal conditions, they can fully adaoydatus

and occupy a maximum interface area. However, at higher concentrations, abundant lateral protein-
protein interactions induce a more compact conformation of the protein. At interfaciatisatur

elastic and viscous moduli reach a maximum and for higher interfacial concentrations, both moduli
decrease. In a previous work, we also observed this behavior in fligablution system [49

Bovine serum albumin (66,338 g/mol [74]) can also form an interfacial elastic film, as infemed f

pendant drop and surface pressure-area measurements [75-77].

To this day, there is no exampleffactoglobulinand a-lactalbumin applications in the

pharmaceutical industry. Human serum albumin, however, can be used in case of hypovolemia [78].

Gelatin

Gelatin is a relatively high molecular weight protein derived from animal colleggmig, cow or

fish [79]. The latter is often preferred because there is no concern about contamination iwéh bov
spongiform encephalitis, and because it can be eaten by ethnic groups that do not consume pig or cow.
Collagen is hydrolyzed by boiling in the presence of acid (Type A gelatin, 39) or alkaline (Type

B gelatin, p ~ 5) [80]. Gelatin is slightly surface active and can act as an emulsifierimvoilter

emulsions [81]. Surbt al [82] have confirmed that physically stable indwater emulsions could be
obtained with fish gelatin at concentrations equal to or above 4.0 wt %. However, these authors
observed a small fraction of relatively large droplets (> 10 um). They explained it by thelela

low surface activity of fish gelatin comparedptdactoglobulin, for example [82]. Gelatin is currently

used as a binder in emulsions containing light sensitive silver halide salts for photoghayshieJj

84]. In the pharmaceutical field, gelatin remains mostly used in the manufacture of capsules [85].
Pea proteins
The two major protein components of pea proteins are the storage globulins: 7S (vicilin, 150,000 -

180,000 g/mol) and 11S (legumin, 360,000 g/mol) [86]. They have a regular quaternary structure,
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trimeric for vicilin proteins and hexameric for legumin ones. It has been shown that peaspactei

able to decrease the oil-water interfacial tension and contribute to emulsions stabibyatie

formation of a rigid membrane at the interface [87, 88]. However, pea proteins stabilizembesnul

can be very sensitive to environmental factors such as pH and ionic strength. For this reason, they are
usually combined with another emulsifier/stabilizer such as high methoxyl pectin [31, 89]. To the

authors’ knowledge, no marketed pharmaceutical product containing pea proteins exists.

4. Polysaccharide-stabilized emulsions

Polysaccharides are known for their water-holding and thickening properties because of their
hydrophilic character and high molecular weight. Their main emulsion stabilizing effeat is
viscosity modification or gelation of the agueous continuous phase, which slows down droplets
movement and encounter [90]. They have little surface activity, with some exceptionsikeapic,
chemically modified starch or cellulose derivatives, some naturally occurring gadenciam
hydrocolloids (guar gum, fenugreek gum), acetylated pectin from sugaetmeft6]. The reported
surface activity and emulsifying properties of these compounds is mainly attributed to thegpoésenc
a protein fraction, either as a contaminant, or covalently-/physically-bound in a paligageharide
complex [16]. Polysaccharides can be classified in non-adsorbing and adsorbing compounds,

respectively.

4.1. Non-adsorbing polysaccharides:

Xanthan gum

Xanthan gum is an anionic polysaccharide produced by the bactéanthomonas campestriss

structure is composed of3a(1-4)-D-glucose main chain, and side chains each one out of two glucose
residues. Side chains are constituted @ffxzmannosep-D-glucuronic acid, anfl-D-mannose as

terminal residues. Pyruvic acid and acetate groups can also be found on terminal mannose residues and
non-terminal ones, respectively [91]. Castal [92] have reported that depending on fermentation

conditions, the contents of acetate and pyruvate groups varies, as well as the average molecular weight
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of the gum (from 1.5 x £@o 5 x10° g/mol), influencing the viscosity of its solutions. In water, the

stiff polymer chain may exist as a single, double or triple helix that interacts with anothretocchai

form a complex, loosely bound network [93, 94]. This particular structure gives the gumsitisiunu
thickening properties, with a shear-thinning behavior. Viscosity returns to normal imrhediate
release of shear stress [91]. Xanthan gum is recognized as an excellent stabilizer besahigh of it
low-shear viscosity and strong shear-thinning character [95]. A yield stress is observed in the
rheological behavior of emulsions because xanthan gum molecules need to modify their orientation
when shear is applied [R6Ihe gum is thus used to prevent flocculation and creaming in emulsions.
Several authors have calculated the minimum vyield stress wglubat an emulsion should have at a

given droplet radius. A general way of calculating is reported in Equation 10 [15, 97, 98].
To 2 YApGR Eq. 10

with Y a dimensionless number describing the yield stress eftegtavity ones (6 x 16to 7 x 10%),

Ap the density difference between the two phases, g the gravity acceleration, and R the mean radius of
the droplets. Knowing the mean radius allows determination of the necessary minimumessid str

value for stabilizing emulsions. When mixed with guar gum or magnesium aluminium, some

synergistic rheological effects on the viscosity occur (increased viscosity or gelatioms[9@]ll as

when mixed with locust bean gum [15].

In the pharmaceutical field, xanthan gum is used as a suspending and stabilizing agent in oral and
topical formulations [100], for the production of sustained-release matrix tablets [10trX¥06]ts

mucoadhesive properties [107].
Alginates

Alginates are hydrophilic colloidal carbohydrates extracted with dilute alkali fesious species of
brown seaweeds (Phaeophyceae), espetialtyinaria hyperboreanMacrocystis pyriferaand
Ascophyllum nodosurithe chemical composition of alginates is directly dependent on the biological

source, growth, and environmental conditions. The structure of alginate is mainly composed by
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alternating blocks odi-(1-4)-L-guluronic acid (G)B-(1-4)-D-mannuronic acid (M), and mixed GM
blocks [107]. The Ka values of G and M monomers have been reported to be 3.38 and 3.65,
respectively, in 0.1 M NaCl [108]. Several authors showed that the stiffness of the three blocks
decreased in the order GG > MM > GM [109, 110]. Sodium alginate is a water-soluble polymer that
can give highly viscous solutions. It has unique colloidal properties which include thickening
stabilizing, suspending, film forming, gel producing, and emulsion stabilizing [111, 112]. Divalent
ions (such as G§ form ionic bridges with glucuronic acid units belonging to different chains [113].
This kind of ionic association, sailed “the egg-box model”, leads to the formation of physical gels

[114]. Hambletoret al. have reported the very promising results obtained with alginate emulsion-
based edible films to protect microencapsulated aroma compounds [115]. In the marketed

pharmaceutical field, alginates are mainly used as thickeners and gelifiers, in capsidktor t
Carrageenans

Carrageenans are key natural gelling polysaccharides extracted from the cell wall aaliliatrac
matrix of numerous species of seawedtlscheumaChondrus andGigarting). They are a family of
sulfated linear polysaccharides [116]. There are three major types of carrageenansc)kagipd)

and lambdaX)-carrageenans. Their primary structure is composed of alternating disaccharide
repeating sequence pfD-galactose linked at position 3, amdD-galactose linked at position 4. They
differ in the number/position of sulphate groups and the content of 3,6-anhydrogalactosyl ring per
disaccharide [117]. Carrageenans are able to form gels on cooling. The gelation process starts by the
transition of disordered coils to coaxial double helices [118]. Helix-helix aggregation promoted by
cations (such as'kor C&") gives rise to thermal hysteresis between sol-gel and gel-sol transitions
[119]. Kappa and iota are the main carrageenans able to form gels due to their anhydride bridges
allowing conversion of coils in double helix structures. Converaatarrageenan has no anhydride
bridge and is therefore non-gelling [120]. It is possible to insert an anhydride bridge by alkali
modification [121] and obtain a theta carrageenan. However, the latter cannot form a gedustiher
sulfation at O(2) of 3-linked residues preventing the formation of the double-helix strudayieet

al. have recently confirmed the very low viscosity of theta carrageenan solutions [122].

48



Chapitre 2: Biopolymeéres naturels pour la stabilisation d’émulsions pharmaceutiques -
Une alternative aux tensioactifs synthétiques

Carrageenans can be used to influence the rheology and skin permeation of micro-emulsion

formulation. Valenta and Schultz [123] showed that the presence of carrageenans in microemulsions
increased porcine skin permeation of sodium fluorescein because it alloww@&uhgfthe required

consistency foa better application on large skin areas. Like alginateandi-carrageenans can be

used to encapsulate aroma compounds [124, 125]. They are often studied in aqueous solutions in
combination with another biopolymer suchpasctoglobulin [126], pea proteins [127], or locust bean

gum [128]. They are also combined with other biopolymers for emulsion stabilization (with

B-lactoglobulin for example) [22, 129, 130]. Stable emulsions can be obtained with only 0.1-0.5 w/v %
carrageenan concentrations [131]. Carrageenans are used in many nonparenteral dosage forms such as

suspensions, emulsions, gels, lotions, eye drops, suppositories, tablets, and capsules [131].
Hyaluronan

Hyaluronan is an anionic linear biopolymer composed of alternating disaccharide units of D-
glucuronic acid antl-acetyl-D-glucosamine witB(1-3) andp(1-4) linkages [132]. It is ubiquitous in

the human body (extracellular matrix, synovial fluid, umbilical cord) with excellent physicazddem

and biological properties: for instance it is biodegradable, biocompatible, non-toxic, and non-
immunogenic [133]. Its molecular weight ranges from 1 kta@ x 16 g/mol [134]. In solution,

hyaluronan has a stiffened random coil structure with little tendency to form cross-linked ggls [134
and displays a shear-thinning behavior [135]. It has been reported that many proteins can bind to
hyaluronan (hyaladherins) [136], influencing its conformation [137]. Hyaluronan is used in
osteoarthritis, ocular surgery, plastic surgery, tissue engineetm§fl 34]. It is also increasingly

studied for targeted specific and long-acting delivery of various biopharmaceutics sudeias pro
peptide, and nucleotide therapeutics [134]. Hyaluronic acid is often used in emulsions as tke first st
of hydrogel particles or microspheres synthesis. These hydrogel particles can then be used as drug
delivery systems [138-140]. Recently, hyaluronic acid has been used as a gel that contained vasoactive
intestinal peptide-loaded liposomes [141]. Interactions between hyaluronic acid chains and liposomes
increased the viscosity of the gel and enhanced its elasticity. This resulted in a delayedfrdiease
vasoactive intestinal peptide for the treatment of uveitis.
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Chitosan

Chitosan is a naturally occurring polysaccharide, commonly obtained from the alkali or enzymati
deacetylation of chitin. This latter is found in the cuticles of crustacean, insectsseapind cell

walls of microorganisms. Chitosan structure is composed of glucosamiheaadylglucosamine
copolymers. It is positively charged in acidic aqueous solution due to the protonation of its amino
residues, which hee a (Kavalue of 6.2 - 7.0 [142]. Various molecular weights can be found: (50 -
2,000) x 16 g/mol [143]. Chitosan is widely investigated for many different applications, including
drug delivery systems, due to its biodegradability, biocompatibility, bioadhesivity, antinaicrobi

activity, and film forming properties [144-146]. Its cationic nature enables chitosannglgtinteract

with the oppositely charged lipids of biomembranes. It is an amphiphilic polyelectrolyt®thiines

both electrosteric and viscosifying stabilization mechanisms in emulsions [147]. Chitosemyis a

good viscosity-enhancing agent in an acidic environment, owing to its high molecular weight and
linear unbranched structure. It has a shear-thinning behavior [148]. Skaugrud reported that the
viscosity of chitosan solutions increased with its concentration and degree of deacetylation, and
decreased with the temperature [149]. Payet and Terentjev showed that an aqueous chitosan solution
was able to emulsify paraffin oil [150]. They evidenced chitosan adsorption at the air-watdf and oi
water interfaces with limited interfacial tension decrease, and formation of a densskraftw
polyelectrolytic brushes in the continuous phase. They observed that chitosan chains reduced the oil
droplet diffusion by forming a rigid elastic network in the aqueous phase thus improving emulsion
stability [150]. Its low surface properties compared to its viscosifying ones made us dhgesggn

in the non-adsorbing polysaccharide category. Chitosan can be applied in controlled drug delivery
systems [151, 152]. Vasconcellesal for example, successfully produced papain-loaded chitosan
microparticles for controlled release applications [153]. Chitosan was also proposed as a component of
muco-adhesive dosage forms and in gene delivery systems [154]. It allowed, on its own or in
combination with a surfactant, the stabilization of simple and multiple emulsions [1554bv@ver,

chitosan is not in any marketed drugs because its safety as a pharmaceutical excipient has not been
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assessed yet [143]. Nevertheless, chitosan is currently used in dietary preparations yoraobdsis

been recognized as safe in the US for the use in foods [143].
4.2. Adsorbing polysaccharides:
Gum arabic

Gum arabic is the most well known of all polysaccharide emulsifiers in food industry. It is widely used
in soft drinks for its emulsifying properties [16, 160-162]. kxiadated from the Acacia senegal tree
[163]. Gum arabic is a hetero-polysaccharide containing both protein and polysaccharide subunits. It is
composed of three fractions depending on the relative protein-to-polysaccharide content: the
arabinogalactan (AG) (80-90 wt % of the total gum), the glycoprotein (GP) (2-4 wt % of the total
gum), and the arabinogalactan-protein (AGP) (10-20 wt % of the total gum) fractions [164]. The molar
mass of the entire gum can vary from 3.0 x 10° to 5.8 x 10’ g/mol depending on its origin and tree age
[165]. Aqueous solutions of gum arabic have a rather low viscosity (100 mPa.s for a 30 % w/v
solution at 20 °C [166]) compared to those of other polysaccharides having similar molecular masses.
Its rheological behavior is considered as Newtonian up to 20 to 30 wt % gum concentrations [167].
The AGP fraction is considered to be responsible for the emulsifying properties of gum arabic [168-
171]. The association of polysaccharidic blocks along the peptidic chain gives a “wattle blossom”-type
structure and confers to the macromolecule an amphiphilic character allowing its adsorption at the air-
water and oil-water interfaces [16, 165]. Indeed, the protein component of the gum would embed in
the air or oil phase while the carbohydrate component would extend into the hydrophilic phase [161,
170]. In emulsion systems, the adsorption of the gum at the oil-water interface allows steric hindrance
preventing the droplets to come in closer contact. Moreover, the gum being negatively charged above
pH 2 [172], it also allows electrostatic stabilization of emulsions. Although its surface activity is
considered as rather low when compared to typical protein emulsifiers [162], we recently showed that
after sufficient adsorption time, gum arabic lowered the interfacial tension to the same extent as
B-lactoglobulin [49]. In order to generate stable sub-micron-sized droplets, it is necessary to use a

rather high gum-to-oil weight ratio, i.e. approximately 1:1 [162].
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Gum arabic is used in various delivery systems. Recently, Avadi ef al. obtained promising results in
the development of insulin-loaded nanoparticles based on ionic gelation of chitosan and gum arabic
for oral delivery [173]. In another study, gum arabic was used to encapsulate and control the release of
endoglucanase [174]. Lu ef al. also used the gum as an osmotic, suspending, and expanding agent in

an osmotic tablet system [175].

It is reported that concentrations of gum arabic are of 10-20 wt % when used as an emulsifying agent,

10-30 wt % as a pastille base, 5-10 wt % as a suspending agent, and 1-5 wt % as a tablet binder [166].

Hydroxypropylmethylcellulose (HPMC)

HPMC, also named Hypromellose, is part of an interesting group of surface active cellulose
derivatives which have a strong tendency to accumulate at the oil-water interface [57&pdirily
O-methylated and @-hydroxypropylated) cellulose. HPMC finds various applications in
pharmaceutical and food industries where it is used for controlled drug release, controrefaecdttu
rheological properties of dispersions, emulsificati&a, The use of HPMC as an emulsifier for ii-
water emulsions was first described by Baniels and Barta [177]. The surface activigy of thi
macromolecule is due to its hydrophobic (methyl) and hydrophilic (hydroxypropyl) groups distributed
along the cellulose backbone, allowing its adsorption at fluid interfaces and the lowehiag of
interfacial tension [178-180]. When adsorbed, its conformation may be described according to the
train-loop-tail model: hydrophobic segments along the polymer chain attach to the ensardiiorm

trains which are separated by hydrophilic loops and tails that extend into the aqueous phase [179].
Another pharmaceutical use of HPMC (0.45-1 w/w %) has been reported in vehicles for eye drops and
artificial tear solutions [181]. In oral pharmaceutical products, it is primarily usechaketliinder

[182], film-coating [183, 184], or matrix for extended-release tablets [185, 186]. In addition, BKPMC

an alternative to gelatin in the manufacturing of hard capsules [181].
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Galactomannans

Galactomannans are abundant plant polysaccharides that occur as energy reserves in certain
leguminous seeds. They are rather rigid hydrophilic biopolymers with a polymannose bagkfdene (
4)-D-mannose) and grafted(1-6)-D-galactose units. The mannose to galactose (M/G) ratio is
dependent on the galactomannan source and environmental growth conditions. The M/G ratios of
fenugreek gum, guar gum, tara gum, and locust bean gum are of about 1, 2, 3, and 4, respectively
[187, 188]. They can form highly viscous solutions even at low concentrations (for ingtance,
viscosity of 4.86 Pa.s for a 1 w/v % guar gum dispersion) [189]. Galactomannans are thus generally
used as thickening, water-holding, and stabilizing agents. The rheological behavior of thesmgssoluti
is usually non-Newtonian. Their shear-thinning behavior has been described as following the Cross

model (Equation 11) [190, 191].

no_nw .
= 4+ — "= Eqg. 11
i {”‘” 1+(B?)”}Y |

with t the shear stress, the shearate, no andn., the zero and infinite shear viscositigsand p the

time and rate constants.

Several researchers [187, 192-194] have proposed some of these galactomannans for emulsion
stabilization. Their interfacial tension lowering properties are assumed to be due to¢hepoésa

small fraction of protein closely associated with the polysaccharide structure, as in gum atabic [16

the pharmaceutical field, galactomannans can be used in solid-dosage forms as binder and disintegrant.
Covielloet al., for example, used guar and locust bean gums to form a tablet matrix, and studied the
release of model molecules [195]. They showed that it was possible to modulate the release of the

molecules from this galactomannan matrix.
Pectin

Pectin is a complex polysaccharide extracted from the plant cell wall, especially citrus peels, appl

pomace, and sugar beet pulps. Its structure is mainly composed of esterified D-galacturonic acid
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residues in an-(1-4) chain, and depends on the pectin source and extraction process. This backbone is
then regularly branched with rhamnogalacturonan segments. Pectin is mainly used for its gelling and
dispersion stabilizing properties. In addition, it also has emulsifying properties, andyase8P7,

its use in vegetable oils emulsions and mayonnaise was suggested [196]. Pectin is able to produce fine
and stable emulsions [197]. Since it contains protein residues, the model of its association to oil
droplets may be similar to that of gum arabic [16, 197]. Pharmaceutical applications of pectin can als
be found in formulations for the management of diarrhea, constipation, and obesity [198]. Pectin has
also been studied in gel formulations for oral sustained release of Ambroxol [199], and in gel beads for

controlled drug delivery within the gastrointestinal tract [200].

5. Protein-polysaccharide stabilized emulsions

The combination of the advantages of proteins and polysaccharides to stabilize emulsions is
increasingly studied. Association of the fast adsorption of proteins and good stabiligeof lar

polymers creates emulsions with improved stability and functionality. The developmentogsurf

active protein:polysaccharide complexes can be achieved either by covalent bonding or electrostatic
interactions. In the latter case, it is important to choose the polymers so that the protein and the
polysaccharide have opposite charges. Another way to stabilize emulsions is to combine protein and

polysaccharide properties without developing any interactions between the two biopolymers.

Covalent complexes

An extreme type of protein-polysaccharide interaction occurs when a covalent linkage is formed
between the two biopolymers in order to create a new amphiphilic biopolymer with improvee surfac
properties. Protein-polysaccharide conjugates can be formed without using any chemicals, generally
by linking proteine-amino-groups to the reducing end carbonyl groups of polysaccharides through
controlled Maillard reaction (slow dry heating) [201]. The newly formed conjugate exhibits
substantially improved solubility and emulsifying properties compared to the pricgein (

B-lactoglobulin + dextran [202, 203], whey protein isolate + maltodextrin [204], sodium caseinate +

maltodextrin [205]) and polysaccharide alone. Furthermore, the adsorbed protein layer seems to be
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protected against destabilization under unfavorable environmental conditohg#ting, freezing,

high electrolyte concentrationstc). O’Regan and Mulvihill, for example, have reported improved
emulsion stability after a 7-day storage at 45 °C when emulsions were stabilized by a sodium
caseinate-maltodextrin conjugate compared to sodium caseinate alone [205]. The large size of the
bound polysaccharide generates long-range steric repulsion between emulsion droplets surfaces. A
detailed presentation of the different experimental studies on protein-polysaccharidatesnjug

published over the 2004-2007 period has been given by Dickinson [13].

Non-covalent complexes

A more common situation is when protein-polysaccharide complexation arises from non-covalent
association, mainly driven by attractive electrostatic interactions. Numerous studies have show
improved emulsion stability, attributable to the presence of associative intenfiaeiattions between
protein and polysaccharide. The main studies based on this stabilization mechanism are gathered in
Table I. Two alternative procedures for emulsion formulation can be used. The first osésdansi
preparing a mixed solution of both biopolymers, and use the resulting protein:polysacchaptx com

to emulsify the emulsion [206, 207]. The second one, named the layer-by-layer (LBL) electrostatic
deposition technique, consists in formulating a primary protein stabilized emulsion and then in adding
the polysaccharide. Complexation occurs directly onto the droplet surface through attractive
electrostatic interactions. This leads to the formation of a second layer and allows surfgee char
reversal [208]. This last step can be repeated using oppositely charged biopolymers to increase the
number of layers coating on oil droplets. It seems important to start by a protein layer bedause of i
rapid adsorption and interfacial tension lowering [209]. Under certain physicochemical contii®ns
multilayer coating displays a better stability to environmental stresses such as pldtramgth,

heating, chilling, freezing, and dehydration, than conventionahailater emulsions with a single
interfacial layer [22, 33, 210]. The detailed principles of this LBL method can be found in @ revi

of Guzey and McClements [RIThe LBL deposition of biopolymers at oil droplets surfaces seems to
be easily adapted to production conditions in industrial formulations because of fastnesstysimplici
and relative cheapness of this method [211]. However, in order to achieve stable and homogeneous
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multilayered stabilized emulsions, it is necessary to fully control the system compasitl

preparation conditions (protein:polysaccharide ratio, pH, ionic strength, biopolymer catioant

etc.). For example, the presence of free biopolymer molecules in the aqueous phase during addition of
the oppositely charged coating biopolymer may lead to the formation of complexes in the solution
bulk. These complexes often provide bridging flocculation and strongly reduce emulsion stability
[212]. On the contrary, they can also lead to depletion flocculation because of the too high amount of
polysaccharideEmulsion stability also depends on the protein interfacial coverage: if the interface is
not saturated by protein molecules, the added polysaccharide is then able to anchor at the globule

surface. This co-adsorption modulates the interfacial stability.

Without complexation

This last stabilization mechanism consists in using a surface active biopolymgirotein), and in

adding a polysaccharide that will not interact with the adsorbed biopolymer but will only etirance
viscosity of the continuous aqueous phase. The protein is used to allow formation of smeti dropl

during the emulsification process, and the polysaccharide to generate an extended thickening network,
which induces high viscosity at low shear rate, thus slowing down droplets motion. The good obtained
stability can also be explained by a limited thermodynamic compatibility between the two

biopolymers, resulting in enhanced interfacial protein adsorption. Many examples of such
protein/polysaccharide associations can be found in the literature among which sodiumecaseinat
xanthan gum [223, 224], whey protein isolate + xanthan gum [225], whey protein isolate + flaxseed

gum [226], and sodium caseinate + locust bean gum [227].
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Table I: Main published experimental studies on protein-polysaccharide electrostatic comhinsttidiilize emulsions.

Experimental conditioris

premix, pk then pg, ps then pg

Protein Protein or Polysaccharide| Proteiry or Polysaccharide (pH: concentrations; pr:ps ratio: incorporatior References
order)
pH 3.5; 0.6 w/v % pr, 0-0.33 w/v % ps;;fthen [208]
Flaxseed gum - pPS
pH 3.5, 7; 0.6 w/v % pr, 0-0.33 w/v % psjz pr [213]
then ps
Chitosan - pH 5.5, 6; 0.1 % ps; 0:1, 2.5:1, 5:1, 7.5:1, [206]
10:1 ratios; prand ps premix
Pectin - pH 2-8; 4:0.5 w/w % solution; pand ps premix [207]
Whey Protein Isolate Xanthan gum - pH 7; 0.5-6 wt % pr, 0.5 wt % ppr, then ps [214]
Galactomannans - pH 7; 5wt % pr; 4:0.5 (wt/wt) ratigr; then ps [214]
5 K-carrageenan - pH 4.5-7.5; 0.5, 3 w/w % pr, 0-0.4 w/w % ps; [215]
3 and ps premix
S Gum arabic - pH 7; 4:1, 3:1, 2:1, 1:1 (1-10 wt %) ratiopr, [209]
g and ps premix andpr; then ps
(%2] 1 -
o Gelatin pH 3.4, 6.8; 1 wt % pr; 1:1; pthen pg [79]
>
.c‘—._f pH 7> 4; 0.225 wt % pr, 0.2 wt % ps;phen [33]
PS
Pectin - pH 3, 7; 0.225 wt % pr, 0.2 wt % ps;hen ps [216]
pH 3; 0.45 wt % pr, 0-0.22 wt % ps;then ps [217]
B-lactoglobulin Carrageenans - pH 3.5, 6; 0.5 wt % pr, 0-0.15 wt % p¥; then [130]
PS
-carrageenan - pH 3.4, 4, 6; 3:7-3:2 (0.5 wt %) ratigsf; then [218]
PSS
Alginate - pH 3-7; 0.45 wt %; 0-0.5 wt %ar; then ps [219]
Gum arabic - pH 4.2; 0.5, 2.5 w/w %; 2:1, 1:2; pand ps [49]




w

Pectin - pH 7; 0.5 % pr; 0-0.2 % ps; pthen ps [220]

Sodium caseinate Gellan gum - pH 5.4; 1 % pr; 0.03, 0.05 % p3r; and ps [221]
premix
Dextran sulfate - pH 6; 0.5 wt % pr, 0.1-1 wt % ppr; and ps [222]
premix andpr; then ps
Pea protein Pectin - pH 2.4; 0.25 wt % pr, 0.2 wt % pgr; then ps [31]
1-carrageenan Gelatin pH 6; 0.5 w/w % py, 0.1 w/w % ps 0.2 w/iw % [22]
- pro; pr; then psthen pp
= 2 Pectin Chitosan pH 4; 0.1125 % pr 0.1 % pg 0.15 % pg pn [33]
s B-lactoglobulin then ps then ps
o N
E 3 Chitosan Pectin pH 3-7; 0.05-0.1 wt % pr0-0.1 wt % ps [32]
g 0-0.25Wt % ps; pr; then psthen ps
Chitosan Alginate pH 3-7; 0.05-0.1 wt % pr0-0.1 wt % ps [32]

0-0.25wt % ps; pr; then psthen ps
&pr: protein;ps: polysaccharidepr and ps premix: pr and ps were mixed in solution prior to emulsion formulatiorthen ps: ps was added after emulsion
formulation with pr;ps then pr. pr was added after emulsion formulation withJpstands for the first pr or p,stands for the second one, &1iar the third

one.




Chapitre 2: Biopolyméres naturels pour la stabilisation d’émulsions pharmaceutiques '
une alternative aux tensioactifs synthétiques

6. Comparison between biopolymers and small surfactants

It is important to make some general comparisons between the stabilization mechanisms of small
surfactants and biopolymers. Because of their smaller size and lower molecular weight, surfactants
diffuse, adsorb, and stabilize an interface more rapidly than biopolymers. The small susfaetant
allows a higher droplet curvature (reduced steric hindrance) and globules can generadiijdvetsan

with biopolymers. Biopolymer stabilized emulsions have droplet sizes in the order of 1 um or more,
with either high or low polydispersities. Thus, formulation of micro- and nano-emulsidns wit
biopolymers only seems difficult. However, their use enables an increase in emulsion stability by
modifying the interfacial rheology or by using the lapgrlayer deposition for example, to protect
globules against environmental stresses. Another interest of biopolymer is that thanks to their

viscosifying properties, they simultaneously stabilize emulsions and controktkteiret

7. Discussion: promising applications of biopolymers for the stabilization of pharmaceutical

emulsions

Different biopolymer stabilization techniques have been described, demonstrating the yassibilit
formulate stable “clean labelled” simple and multiple emulsions. In the modern context of increasing
naturalness values, environmental preoccupations, and sustainable development, biopolymers such as
proteins and polysaccharides could be a good alternative to synthetic surfactants in some

pharmaceutical formulations, especially for topical applications.

As previously described, various naturally occurring biopolymers can be used either alone or in
combination for emulsion stabilization. The association of proteins and polysaccharidesgzrtpe
stabilize emulsions is increasingly studied in order to enhance emulsion stability. Depending on the
biopolymer association method (covalent, electrostatic, no interaction), the obtained gs@erti
different and open various promising application perspectives. Covalent and electrostatic
protein:polysaccharide associations protect emulsions against destabilization undeablgfavor
environmental conditions.€. heating, freezing, high electrolyte concentrations, lipid oxidatitm),

[21, 22, 130, 205, 210]. The most promising stabilization technique is probably the layer-by-layer
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deposition. This method offers many perspectives regarding the targeted delivery of oil soluble
compounds. A potential benefit of multilayer emulsions as delivery systems is that they can be
formulated entirely from natural excipients (oil, proteins, polysaccharides) usiptegprocessing
operations (homogenization, mixing). These biopolymer coatings can be designed to improve the
stability of delivery systems to environmental stresses, to protect encapsulated compound from
chemical degradation, and to release encapsulated components in response to specific environmental
triggers. For example, Li and co-workers [32] have shown that the physical stability of oitslrople
coated by multilayer biopolymers is largely determined by the electrical characteristics dethe ou
biopolymer layer. They found that if a delivery system must remain stable under acid coniditions (

in the stomach), but breakdown at neutral pél {n the intestine), then a cationic outer coating of
chitosan could be chosen. On another hand, if a delivery system must remain stable under neutral
conditions but breakdown at acid pH, then an anionic outer layer of alginate or pectin could be used.
This shows that it is possible to achieve a site-specific delivery of an oil soluble compound contained
in an emulsion. A review on the use of structured emulsion-based delivery systems to control the
digestion and release of lipophilic components has recently been written by McClements and Li [228].
This knowledge can be used to select the most appropriate emulsion-based delivery system for specific

pharmaceutical applications, such as encapsulation, controlled digestion, and targeted release.

Grigorievet al also used the LBL technique to encapsulate an emulsion. They performediadayer-

layer deposition on a liquid core using synthetic polymers such as poly(sodium 4-styrenesulfbnate an
poly(diallyldimethylammonium chloride) to form loaded micro- and nano-containers [9]. Thedropl
emulsion sizes were in the order of 2 um. This novel approach is rather general and could be extended
to biopolymers and to the encapsulation of a broad range of pharmaceutical emulsions comprised of

various hydrophobic substances and oil-soluble compounds.

It is important to note that the use of natural polymers also raises some challengiaghaswill

have to be addressed before their current use.
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First, the variability of biopolymer composition depending on its source and origin is of ampert
and may be a problem for the reproducibility of the formulations. However, this issue has already been
addressed for some polymers such as HPMC, pectin, gelttjirnwhich are already available under

pharmaceutical grades.

Second, most of these polymers are currently used in the food industry and their ingestion is safe.
However, others, such as chitosan or hyaluronan, will need to be further studied and evatoated as
oral ingestion safety. The safety of chitosan for its use in food has already been recoghizedl &.
[143]. These safety and risk-benefit preoccupations will also have to be taken into account for other
delivery routes (dermatologic, ocular, colonic, reast) when these natural biopolymers will be part

of formulations.

Third, as already mentioned, the obtained droplets sizes seem generally to be in the order of 1 um or
more with either broad or narrow distributions. This will necessarily also influeeadelivery route

as it would not be safe to use them for parenteral administration. For this reason, biopolyfirdstabi
emulsions seem to be better designed for oral or topical administration. Furthermore, the
mucoadhesive properties of some biopolymers such as chitosan and hyaluronan are of interest for

these routes of administration, including vaginal and rectal ones.

Finally, because of their organic origin, there are bacteriological and storage concerns. Theafdditio
antimicrobial agents may be necessary. For example, benzoic acid, sodium benzoate, methyl-and
propyl-parabens are currently used in the pharmaceutical field [166]. However, the use of these
additives is incompatible with the respect of sustainable development concerns. Another solution
consists in lyophilizing [229, 230] or spray-drying [231] emulsions to avoid their destabilizgion
long-term storage. Starches, gum arabic, whey-protein isolate, gelatin, and their associations hav
shown suitable properties for multi-layered shell formation by spray-drying [231]. This process can
thus enable the encapsulation of oil soluble pharmaceutical compounds. However, heating and
evaporation of the solvent necessary for the sedimentation/crystallization of polgyeessrhay also

cause chemical transformations in the core. That is why another currently studied method is the

61



Chapitre 2: Biopolyméres naturels pour la stabilisation d’émulsions pharmaceutiques -
une alternative aux tensioactifs synthétiques

formation of the solid layers around the oil droplets by chemical reactions. Low methoxy pectin
microcapsules with hydrophobic core can thus be formed by interfacial reaction [232]. lndijs st
the authors promoted interfacial film formation by using either anionic sodium dodecyl sulphat
(physical cross-linking interaction) or cationic benzalkonium chloride (electrostigiadtion). The
obtained microcapsules were smaller than 3 pm. Again, this approach could be extended to

biopolymers.

Due to the versatility and large number of available biopolymers, protein and/or polysaccharide
stabilized emulsions appear to be a very promising approach for pharmaceutics in the same way as
they already are in the food industry. However, further research work is still needed to meet the

specific requirements of this new field of applications.
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CHAPITRE 3 - Présentation des biopolymeres utilisés

I. Introduction

Ce chapitre décrit spécifiguement les biopolymeres qui ont été utilisés dans cette
étude. Ces biopolyméres ont été choisis parmi ceux les plus étudiés et utilisés dans le domaine
agroalimentaire, notamment pour la stabilisation d’émulsions. La protéine qui a été
sélectionnée est [&lactoglobuline, en raison de sa disponibilité et de la bonne connaissance
de sa structure et de ses propriétés physicochimiques. Deux polysaccharides ont ensuite été
choisis de part leurs mécanismes de stabilisation différents : la gomme arabique qui est
capable de s’adsorber aux interfaces et la gomme xanthane qui agit par augmentation de la
viscosité de la phase aqueuse. Une présentation des propriétés de leurs mélanges en solution
est également doBr en raison des stabilisations combinées que nous souhaitons effectuer

par la suite.

II'. La p-lactoglobuline (p-Ig)
1 - Généralités

La B-lactoglobuline est une petite protéine globulaire qui appartient a la superfamille
des lipocalines, transporteurs de petits ligands hydrophobes (Fogblatj 2000). Elle
constitue la protéine majeure du lactosérum puisqu’elle représente environ 50 % de la masse
totale des protéines contenues dans celui-ci (Oborocegaad, 2010).Sa concentration dans
le lait de vache est de ’ordre de 3,2 g/L (Cayot et Lorient, 1998)La B-Ig est une protéine tres
stable en milieu aqueux dans une gamme de pH variant de 2 a 9 pour des températures
n’excédant pas 50 °C. De maniere générale, elle est présente dans le lait de nombreux
ruminants et d’autres especes. Elle est largement utilisée en industrie alimentaire en raison de

ses propriétés gélifiantes, moussantes et émulsifiantes.
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2 - Structures

La séquence primaire de la f-Ig comporte 162 acides aminés, pour une masse molaire
de 18 400 g/mol. Elle contient deux ponts disulff&S) et un groupement thiol libre (-SH)
Le premier pont disulfure (Cys66-Cys160) maintient la structure tertiaire tandis que le second
(Cys106-Cys119) se situe a la surface extérieure de la molécule (Broenbdw1997). Il
est a noter que le groupement thiol (en position 42k} pas toujours présent en fonction de
I’espece considérée, comme par exemple chez la truie. Plusieurs variants génétiques ont été
mis en évidence (au moins 7) différant par la substitution de certains acides aminés.
Cependant, les plus couramment présents dans le lait de vache sont les variants A (GIn59,
Asp64, Valll8) et B (GIn59, Gly64, Alall&ui s’y trouvent en proportions égales (Meza-
Nieto et al, 2007). La structure tridimensionnelle de la molécule (Fighmeporte 51,8 %
de feuillets B antiparalleles, 6,8 % d’hélices a, 6,9 % de coudes B et 32,5 % de structures
désordonnées (Papzt al, 1986).

Figure 4: Représentation schématique de la structure moléculaire tertiawemonomeére
de f[-lactoglobuline (Brownlow et al., 1997).

La B-lg possede un calice intérieur hydrophobe formé par I’enroulement de huit brins
de feuillets B antiparalléles (nommés A & H dans la Figure 4) (Brownletval, 1997). Cette
forme confére a la B-Ig la capacité de transporter des petites molécules hydrophobes comme le

rétinol, les acides gras... (Pérez et Calvo, 1994). En se liant au rétinol, la B-lg augmente
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I’absorption de la vitamine A chez le veau via des récepteurs spécifiques dans les intestins
(Saidet al, 1989). Un neuvieme briginommé | est impliqué dans la formation des dimeres.
La structure tertiaire de [a&lg est stabilisée par de nombreuses liaisons hydrogénes (Edwards
et al, 2002).

Seyreket al (2003) ont montré une asymétrie dipolaire de la molécule dans les
conditions de pH 7 et une force ionique (I) de 0,15 M et révélé les différentes zones
« chargées » positivement et négativement de la protéine (Figuféifhportance de ces
zones dépend des conditions du milieu (pH et force ionique), le point isoélepiipde la

protéine étant d’environ 5,2.

Figure 5 : Représentation des potentiels de surface d'un monomeére de -1g [-0,1 kT/e (rouge)
et 0,1 kT/e (bleu)] pH =7 et =0,15 M. (Seyrek et al., 2003).

Différentes structures quaternainésultant de 1’association de monoméres entre eux
par des forces électrostatiques peuvent étre trouvées en fonction des parametres
environnementaux (pH, concentration, force ionique, température). Cette association permet a
la protéine de préserver ses résidus hydrophobes du solvant polaire. Le rayon de giration du

monomere a été rapporté comme étant de 1,75 nm (Sawyer et Kontopidis, 2000).
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3 - Influence des paramétres environnementaux sur la structure quaternaire

A température ambiante, avec une faible force ionique et dans une gamme de pH
inférieure a 4 ou supérieure a 7, la P-lg existe sousla forme d’un équilibre
monomeres/dimeres (Verheat al, 1999).L’interface entre les monomeres implique des
interactionshydrophobes. Des analyses cristallographiques ont montré que le dimeére de B-lg
s’apparente & un ellipsoide de longueur 69,3 A et de largeur 34,6 A composé de deux sphéres
de rayon 17,9 A Iégérement écrasées au niveau de leur surface de contaet §lyi1964.

La B-lg est stable a pH acide du fait de ses deux ponts disulfure stabilisants €Pafiz
1986).Pour des pH intermédiaires, lorsque 1’on fait varier la force ionique et la température,

les monomeres de B-lg peuvent s’associer pour former des structures oligomériques (dimeres,
tétrameéres, octameéres) (Schmitt, 2000).fagon plus précise, jusqu’a pH 3,5 et a partir de

pH 7.5, avec une force ionique faible, les monomeres sont d’autant plus majoritaires que la
concentration en protéines et la température sont élexéepH extrémes, 1’augmentation
importante de la charge nette de la protéine entrainerait la dissociation des dimeres
(Swaisgood, 1982).

Entre pH 4 et 6, Ig-Ig subit un premier changement conformationnel réversible
(Timasheffet al., 1966) L’augmentation de pH induit la contraction de la protéine. Plus
précisément, pour des pH entre 3,7 et 5,1, de 0 a 4 °C et a une concentration swpérieure
15g/L, le dimere de3-lg se tétramérise en octamére d’environ 147 000 g/mol (Townend et
Timasheff, 1960).

Dans la zone de pH 6,5 - 7,8, un second changement conformationnel (réversible) se
produit. Puis, pour des pH > 8, un troisitme changement conformationnel conduit a une
dénaturation alcaline irréversible : les molécules établissent des ponts disulfure

intermoléculairegui peuvent mener a 1’agrégation des protéines (Verheul et al, 1999).

La B-lg posséde de trés bonnes propriétés d’agrégation et de gélification thermique.
Elle est dénaturée a des températures excédant 65 °C a pH 6,7. Il y a initialememedéplie
partiel de la structure (vers 40 °C) formant un état intermédiaire qualifi& dlobulaire
fondu (« molten globule state ») (Doi, 1993 ; lkeguehial, 1997), suivi de plusieurs
réactions d’agrégation plus lentes. Les modifications conformationnelles successives
conduisent a ’exposition de zones structurales habituellement inaccessibles (Arai et al,

1998). 1l peut y avoir établissement d’interactions hydrophobes et de ponts disulfure qui

90



rendent alordrréversible le processus d’agrégation thermique (Shimada et Cheftel, 1989
McSwineyet al, 1994).

[I'l. La gomme arabique (GA)

1 - Généralités

La gomme arabique (GAggalement appelée gomme d’Acacia, est un polysaccharide
complexe de type arabinogalactane. Elle est produite par I'exsudation des arbres du genre
Acacia localisés dans les pays du Na¥ded/Est de I’Afrique : Acacia senegakt Acacia

seyal

Elle est certainement la plus ancienne et la plus connue de toutes les gommes. Les
Egyptiens l'auraient utilisée entre autres pour assurer la cohésion des bandages de momies
(Yadavet al, 2007). De nos jours, I@A est principalement utilisée comme émulsifiant dans
les industries agroalimentaires et pharmaceutiques. Elle est considérée comme la meilleure
gomme a utiliser dans des systemes émulsionnés de type huileadd@ssti, 1999). C’est
aussi un agent d’encapsulation efficace en raison de haute solubilit¢ dans I’eau et de sa

faible viscosité, méme a forte concentration (Mc Naptesd, 1998).

2 - Structure

La GA est un hétéropolysaccharide de structure complexe et ranhifiéegit d’un
polyanion qui est généralement associé a des ions calcium, magnésium ou potassium pour
former un sel d’acide polysaccharidique. La chaine principale est essentiellement composée
d’unités B-D-galactopyranosyl liées en 31- Ces mémes unités (B-D-galactopyranosyl)
ramifient la chaine principale en 1-6eslramifications sont également constituées d’unités o-
L-arabinofuranosyl, a-L-rhamnopyranosyl, B-D-glucuronopyranosyl et 4-O-méthfb-
glucuronopyranosyl (Street et Anderson, 1983). La gomme contient approximativement 39 a
42 % de galactose, 24 a % d’arabinose, 12 a 16 % de rhamnose, 14 &4l@’acide
glucuronique (qui lui confere son caractere anionique), 1,5 a 2,6 % de protéines, 0,22 a
0,39% d’azote et 12,5 a 16 % d’eau (Idris et al, 1998; Ali et al, 2009).
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Trois fractions ont été identifieespar chromatographie d’exclusion, dans la
GA (Randallet al, 1989) : la fraction arabinogalactane (AG), la fraction arabinogalactane-
protéine (AGP) et la fraction glycoprotéique (GP). La fraction AG représente prés deeB0 % d
la masse totale de la gomme, mais ne posséde qu’une faible teneur en protéines : 0,35 %. Sa
masse molaire peut varier de (2 & 3) X dfnol et son rayon hydrodynamique de 5 & 10 nm
(Schmitt, 2000). La fraction AGP représente moins de 10 % de la masse totale de la gomme et
contient prés de 12 % de protéin®s masse molaire est de 1’ordre de (0,3 & 2) x 10g/mol et
son rayon hydrodynamique varie de 25 jusqu’a plus de 50 nm (Picton et al, 2000). Cette
fraction estconstituée d’un assemblage de blocs polysaccharidiques autour de la chaine
peptidique qui donne une structure dite « wattle-blossom » et qui conféere a la gomme un
caractére amphiphile favorisant son adsorption a I’interface air-eau ou huile-eau (Figure 6)
(Dickinson, 2003).

Figure 6 : Représentation schématique du model « wattle blossom » (Dickinson, 2003). GA
(a) en solution, (b) adsorbée a l’interface huile-eau. C : blocs polysaccharidiques, P : chaine

polypeptidique.

La fraction GP représente prés de 1 % dmésse totale de la gomme. La teneur en
protéines est de pres de 50 % et les résidus galactose sont liés a la sérine. Sa masse molaire est
de I’ordre de 2,5 x 10° g/mol.

La masse molaire de toute la gomme peut varier de 4,6 & 5B x 18 g/mol et le
rayon hydrodynamique moyen est compris entre 12 et 20 nm (valeur moyenne tenant compte
des rayons hydrodynamiques des fractions AGP et AG de la gomme) éisdn1997).

92



3 - Propriétés

Le pKa de la gomme arabique est inférieur & 3,6 (Kravtchenko, 1997). Les acides
uroniques présents dans la structure de la GA lui conferent un potentiel zéta négatif des pH 2.
Le caractere anionique marqué de la GA induit des répulsions électrostatiques entre les
chaines chargées tendant a augmenter Iégerement le rayon hydrodynamique de la gomme a
des pH élevés (Schmitt, 2000). La viscosité des solutions aqueuses de gomme arabique est
faible comparée a celle d’autres polysaccharides de masse molaire similaire, et ce méme a
concentration €levéeSon écoulement est considéré comme Newtonien jusqu’a une

concentration en gomme de 20-30 %, voire plus (Saretratz 2002).

IV. La gomme xanthane (GX)

1 - Généralités

La gomme xanthane (GX) est obtenue par la fermentation aérobie de sucres par la
bactérieXxanthomonas campestr{Sutherland, 1990). La bactérie produit la gomme grace a
un organe spécifique a la surface de la cellule (procédé enzymatique complegegnsuite
sécrétéedans le milieu environnant. La GX peut ensuite étre précipitée avec de 1’alcool
isopropylique afin de la récupérer. Puis, une succession d’étapes est nécessaire : Séchage,
broyag, purification, différents traitements..., afin d’obtenir la GX sous la forme dune
poudre utilisable. Un contrble tres strict des conditions de fermentation (aération, agitation,
quantité d’oxygeéne absorbée, pH, température) permet de garantir un résultat optimal et une
reproductibilité (Simon, 2001). La structure de la GX obtenue par fermentation industrielle ne

peut étre différenée de celle d’origine naturelle.

2 - Structure

C’est un hétéropolysaccharide de masse molaire trés élevée : entre 1,5 et 10
5 x 1¢ g/mol selon la fermentation. La chaine principale est forméetés D-glucosdiées
en 1-4, tout comme la cellulose, et sur laquelle sont branchées des chaines latgralas. I
branchement latéral triosidique tous les 2 glucoses, condpasé-D-mannose, d’un acide B-
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D-glucuronique et d’un B-D-mannose terminal (Figure).7L’a-D-mannose est généralement
aceétylé sur le carbone 6, et environ 30 % @&smannoses portent un groupement pyruvate
chélatée entre les carbones 4 et 6 (Doublier, 1993 ; Kang et Pettitt, 199R)sence d’acide
glucuronique et d’acide pyruvique confeére a la gomme xanthane un caractére anionique

marqué. Les contre-ions les plus couramment rencontrés sgriNet C&" (Simon, 2001).

cuon CH,OH
0|-| ]
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HO
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CH3/ o (W¥- Na,K,1/2Ca

Figure 7 : Structure chimique dBunité de base de la gomme xanthane (Desprairies, 2005).

Moorhouseet al. (1977) ont montré par diffraction des rayons X que la conformation
du xanthane cristallin est en hélice quintupleed que le pas est de 4,7 nm (Figure 8). En
solution aqueuse, les macromolécules de GX adoptent une conformation semblable a celle
trouvée dans 1’état cristallin : hélicoidale ordonnée. Cette structure peut subir une transition
ordre-désordre qui résulte en une chaine flexible et désord@Frigéee 9) (Dentiniet al,
1984 ; Paolettiet al, 1983 ; Morriset al, 1977). Cette transition est provoquée par une
élévation de la température au-dela de la température de transitierbfl°C pour 1 % m/m
de GX) ou par de faibles forces ioniques (£ M NaCl) (Morris, 1990 ; Sutherland, 1990).
Cette transition vers 1’état désordonné entraine une diminution de la masse molaire et de la
viscosité des solutions (Lecourtier al, 1986; Rochefort et Middleman, 1987T,, dépend
de nombreux facteurs tels que la masse molaire, le contenu en pyruvate et acétate, la force
ionique, etc Elle augmente linéairement avec le logarithme de la force ionique totale
(Kitamura et al, 1991). La stabilité thermique peut donc étre améliorée par de faibles
quantités d’¢€lectrolytes qui réduisent les répulsions ¢électrostatiques entre les anions

carboxyliquesll est maintenant reconnu qu’apreés les traitements subis pendant sa purification

94



(dont la pasteurisation et kchage) la GX se présente sous la forme d’une hélice double
(Muller et al, 1986; Sutherland, 1990).

La teneur en pyruvate et acétate peut varier beaucoup d’'une GX a l’autre selon la
souche de bactérie ou la nature de laodiazote (Kang et Pettitt, 1992). Le pyruvate a un
effet déstabilisant sur la conformation ordonnée de la GX en solution (Kitanhakal991).
Le groupement acétate contribue a des associations intramoléculaires qui stabilisent la

conformation ordonnée (Dentiet al, 1984).

fa) @)

Figure 8: Structure hélicoidale de la gomme xanthane (a) vue perpendiculaire, (b) vue
axiale, pas = 4,7 nm (Moorhouse et al., 1977).
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Figure 9 : Transition de [’état ordonné a l’état désordonné de la conformation de la gomme
xanthane (adapté de Morris, 1995).

3 - Propriétés

En solution aqueuse, la gomme a des propriétés épaississantes des les basses
concentrations (0,1 %) et est efficace a 0,5 % comme agent stabilisant, contre au moins 1 %
pour d’autres polysaccharides (Simon, 2001 ; Baezaet al, 2005). Les propriétés rhéologiques
de la GX en solution montrent un seuil d’écoulement et une viscosité ¢levée des solutions a de
faibles taux de cisaillement. Pour des taux de cisaillement élevés, la viscosité diminue

pY

donnant lieu a un comportement rhéofluidifiant. Ce caractére rhéologique est expliqué au
départ par un enchevétrement des batonnets rigides de GX formant un réseau par des
interactions ioniques et hydrogéne imposant ainsi une viscosité élevée au repos. Les batonnets
qui emprisonnent 1’eau ne peuvent pivoter et donnent un aspect de pseudogel au liquide
(Simon, 2001). Lorsque la contrainte de cisaillement minimale nécessaire pour obtenir un
début d’écoulement est atteinte, cela correspond au seuil d’écoulement de la solution. Les
molécules s’orientent alors dans le sens du cisaillement, diminuant ainsi la viscosité de la
solution. A D’arrét de 1’agitation, il y a retour a 1’état initial (Doublier, 1993). A titre
d’exemples, des seuils de 700 et 2500 et 7000 mPa ont été obtenus pour des concentrations en

GX de 3, 5 et 10 g/L respectivement (Simon, 2001).

Ce polymere trouve ainsi des applications industrielles nombreuses et variées,
notamment en agroalimentaire, en cosmétologie (concentrations de 0,7 a 1 %) pour stabiliser
des formules de shampooings ou de dentifrices et en pharmacie comme épaississant-

émulsifiant (concentrations de 0,1 a 0,5 %) (Simon, 2001).
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V. Les mélanges de protéines et polysaccharides en milieux aqueux

En solution, les protéines et les polysaccharides peuvent interagir ensemble, donnant
lieu a de nouvelles propriétés fonctionnelles (Dickinson, 1998Istoguzov, 1997).
Thermodynamiquement, ces deux biopolymeéres peuvent étre compatibles ou incompatibles
en solution, phénomenes se traduisant macroscopiquement soit par une miscibilité (assez
rare), soit par une séparation de phaagdyus ou moins long terme. La séparation de phases
peut étre ségrégative ou associative (Tolstoguzov, 2003) suivant les conditions du milieu (pH,
température, force ionique) et la nature des biopolymeres (groupes chargés, hydrophobes,

concentration) (Dickinson, 1993).

Dans le cas de la séparation de phases ségrégative, les biopolyméres se repoussent et
se retrouvent dans des phases sépar@asdes raisons d’affinité préférentielle de chacun
avec le solvant (Tolstoguzov, 1986). Les interactions répulsives transitoires entre les
biopolyméres ne sont pas spécifiques: effet de volume exclu et/ou de répulsions
électrostatiques. La séparation de phases associative, quant a elle, se produit lorsque des
interactions attractives (électrostatiques, hydrophobes, liaisons hydyaygsidissent entre
les deux types de biopolyméres, ou bien lorsque les conditions de solvatation sont mauvaises
(séparation de phasedmpliquant pas nécessairement d’interactions entre les biopolymeres)
(Doublier, 2000). Un cas particulier de la séparation de phases associative est la coacervation
complexe. C’est un phénomeéne qui est essentiellementgi par 1’établissement d’interactions
électrostatiques attractives entre les biopolymerestype d’interaction n’est possible que
lorsque les biopolymeéres ont des charges opposées. Cela peut se produire dans un intervalle
de pH compris entre leKa des groupements anioniques du polysaccharide et ¢k pa
protéine. Il est cependant possible que de failtesctions attractives s’établissent entre les
deux biopolymeres pour des pH supérieursladeda protéine si celletn’est que 1égérement
chargée négativement ou par la présence de zones de charge positive bien que la charge
globale de la protéine soit négative (Mattisgiral, 1998). Des interactions électrostatiques
attractives peuvent également avoir lieu entre un polysaccharide cationique et une protéine

chargée négativement (pHpl).

De nombreux systémes ont été étudiés tels que les protéines du lactosérum avec le
chitosan (Laplantet al, 2006), la pectine (Lutet al, 2009) ou bien la gomme xanthane

(Benichouet al, 2007), ou encore la B-lactoglobuline avec la pectine (Guzetyal, 2004) ou
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les carraghénanes (@t al, 2005),etc. Dans cette étude nous avons choisi de ne développer
que les associations B-Ig : GA et B-Ig : GX, car ce sont les combinaisons que nous étudierons
dans la partie expérimentale.

1 - L association p-lactoglobuline : gomme arabique

Suivant les conditions environnementales, la B-lg et la GA peuvent étre co-solubles ou
complexées. Le pH, léorce ionique, la concentration, la température et le ratio B-lg : GA
vont influer sur le comportement de ces deux biopolymeres en solution. Dans une gamme de
pH entre 2(pKa de la GA) et 5,2 (pde la B-1g), la B-lg est chargée positivement et la GA
négativement. Il peut alors se former des complexes électrostatiques entre les deux
biopolyméres.Schmitt (2000) a montré que la complexation entre la B-Ig et la GA ne se
faisait pas dans des proportions steechiométriques et qu’il était possible de former des
coacervats. La Figurd0 montre une micrographie mettant en évidence des coacervats,
apparaissant comme des gouttes microscopigiiesv{ron 3 pm) pouvant fusionner entre
elles. Létude de la cinétique de formation de ces coacervats par diffusion statique de la
lumiere aux petits angles a permis de mettre en évidence un mécanisme de nucléation et
croissancdors de la coacervation complexe entre la B-Ig et la GA (Mekhloufi, 2005). De
plus, le ratio B-lg : GA influence la complexation. Le nombre de molécdk B-lg devant
neutraliser la GA est d’autant plus important lorsque le pH se rapproche du pl. Des conditions
optimales d’interactions ont ¢été observées a pH 4,2 pour un ratio massique
protéine : polysaccharide de 2 : 1 (Schmitt, 2000). Dans ces mémes conditions, &caimitt
(2005) ont montreue les coacervats étaient capables de s’adsorber a I’interface air-eau et de

diminuer la tension interfaciale.

Z,‘g 0‘
) ' -
2o So o

Figure 10 : Micrographie, prise par microscopie a contraste de phasegacervats de -1g

et de GAi la concentration totale en biopolymeéres de 0,1 %, au ratio massique p-lg : GA de
2 : 1 etau pH 3,75.a barre d’échelle correspond a 10 um (Mekhloufi, 2005).
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2 - L’association B-lactoglobuline : gomme xanthane

La gomme xanthane est chargée négativement dés pH 1. Entre ce pH delap
B-lg, il alors est possible de former des complexes électrostatiques. Lanetiall§2000)
ont montré par microscopie optique que la taille et la composition des complexes sont
fortement influencées par le ratio B-Ig : GX. A de faibles ratios protéine : polysaccharide
(5:1et10: 1), les complexes formés sont petits : 4D&ire eux ont une aire inférieure a
20 pnf. Tandis que pour des ratios plus élevés (15: 1 et 20: 1), prés de la moitié étaient

supérieurs a 300 LA notre connaissance, la B-Ig et la GX ne forment pas de coacervats.

Au niveau interfacial, Baezet al (2005) ont étudi¢’influence de la présence de la
GX sur I’adsorption de la B-1g a I’interface air-eau et a pH 7. lls ont montré que la présence de
GX par un mécanisme de compatibilité thermodynamique limitée avec la B-Ig entrainait une
diminution plus importante de la tension superficielle en comparaisoriaa@dg seule. Les
molécules de protéines se concentreraient plus a l’interface en présence de GX par un

phénomene de déplétion.

VI. Conclusion

La B-lactoglobuline, la gomme arabique et la gomme xanthane sont trois biopolymeéres
d’origine naturelle qui ont fait I’objet de nombreuses études dans le domaine de la
stabilisation d’émulsions. La B-lg est utilisée pour sa capacité, en tant que protéine, a
s’adsorber aux interfaces et a diminuer leur tension interfaciale. La gomme arabique est un
polysaccharide qui a montré des propriétés tensioactives intéressantes et la gomme xanthane
est connue pour ses propriétés épaississantascetifiantes. L’association des protéines et
des polysaccharides pour la stabilisation d’émulsions a montré des résultats prometteurs pour
ameéliaer la stabilité des émulsions par rapport aux biopolymeéres seuls. C’est pourquoi, nous

avons choisi dans ce travail thése de les combiner afin d’obtenir une synergie.
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Partie expérimentale

PARTIE EXPERIMENTALE

La partie expérimentale de ce manuscrit fait suite a la description de 1’importante
variété de biopolyméres susceptibles d’étre utilisés pour stabiliser des systemes colloidaux
comme les émulsions. Nous nous sommes attachés dans le chapitre précédent, notamment, a
détailler les connaissances actuelles existant sur les biopolymeres utilisés dans cette partie

expérimentale.

Dans ce travail expérimental, nous avons, dans un premier temps, carattéilisé |
ainsi queles différents biopolymeéres utilisés pour la stabilisation d’émulsion : la B-Ig, la GA
et la GX (Chapitre 4).

Dans une deuxieme étape (Chapitre 5), nous avons développé et caractérisé des
émulsions H/E d’intérét pharmaceutique ou cosmétique formulées et stabilisées ave@iy,
la GA et des mélangef-lg: GA. Cette étape a été menée a un pH de 4,2, permettant
I’établissement d’interactions électrostatiques attractives entre la -Ig et la GA et donc leur
complexation. Les mécanismes de stabilisation des émulsions ont également été explorés par

différentes techniques, notamment de tensiométrie et de rhéologie interfaciale.

Une troisiéme étape de ce travail a consisté a intégrer un autre polysaccharide, la GX
dont le mécanisme de stabilisation est différent de celui de la GA (Chapi¥eus)’avons,
dans ce cagas souhaité établir d’interactions électrostatiques attractives entre la -lg et la
GX et nous sommes donc placés a pH 7 (pH ou les deux biopolymeres sont chargés

négativement)Des émulsions formulées avec de la B-Ig et/ou de la GA ont également été
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Partie expérimentale

réalisées afin de permettre une comparaison des mécanismes de stabilisation. Des
observations au microscope optique a balayage laser nous ont apporté des informations
complémentaires quant aux mécanismes de stabilisation des émulsions par ces différents

biopolymeres ainsi qu’a leur localisation au sein des émulsions.

Enfin, le dernier chapitre de cette partie expérimentale (Chapitre 7) est consacré a une

discussion générale de 1’ensemble des résultats.
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Chapitre 4 : Caractérisation des composants des émulsions

CHAPITRE 4 - Caractérisation des composants des
émulsions.

l. Introduction

Ce chapitre est consacré a la caractérisation analydiglituile d’amande douce et
des biopolymeres utilisés lors de la formulation des émulsions. Cette étude a principalement
été réalisée au Laboratoire des Protéines et Nanotechnologies en Sciences Séparatives
(LPNSS), en collaboration avec le Dr. Isabelle Le Potier (Equipe 9, UMR CNRS 8612). Trois
techniques de caractérisation ont été utilipées la -Ig : la chromatographie liquide haute
performance a polarité de phases inger$ électrophoreése sur gel de polyacrylamide en
présence de dodécylsulfate de sodeirfa chromatographie d’exclusion stérique. L’objectif
était respectivement de déterminer la purktda B-Ig et sa masse molaire. Cette protéine
ayant préalablement été utilisée par le Dr. Ghozlene Mekhloufi lors de sa thése (Mekhloufi,
2005), ces analyses avaient également pourdbutérifier I’absence de dégradation du
produit au cours du temps. Dans un second temags)d et la GA ont été conjointement
analysées en solution aqueups électrophorese capillaire d’affinité afin d’évaluer la
constante d’association du complexe B-Ig : GA a pH 4,2. Cette étude a été réalisée par
Typhaine du Fou de Kerdaniel a ’occasion d’un stage de master mettant en collaboration le
laboratoire de Physique Pharmaceutique (Equipe 3, UMR CNRS 8612) et celui des Protéines
et Nanotechnologies en Sciences Séparatives. Les résultats de ce travail ont pu étr@intégrés
une publication présentée dans le Chapitre 5 suiviag. GA et GX n’ont pu étre
caractérisées de part un matériel inadapté a la mesure de masses molaires élevées. Enfin, le
dosagele I’azote protéique de la GA par la méthode Kjeldahl a pu étre réalisé au Laboratoire
d’Ingénierie des Biomolécules (LIBio, ENSAIA-INPL).
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[l . Matériels et préparation des solutions de biopolymeres

1 - Matériels

La B-lactoglobuline (B-1g) (lot n° JE 002-8-992) utilisée lors de ce travail a été fournie
par Davisco Foods International Inc. (Etats-Unis). La poudre contenait (en g/100g de poudre
humide): 89,8 % de protéines, 8,8 % d’humidité et 1,4 % de cendres. La composition
minérale (en g/100g de poudre) était 'Ca0,079, Mg" : 0,013, K : 0,097, N4: 0,576, Cl:

0,050 (Mekhloufi, 2005).

La gomme arabique (GA) INSTANTGUM AA nous a été gracieusement
fournie par la société CNI (Colloides Naturels International, Rouen, France). D’apres la fiche
technique, la poudre contenait jusqu’a 10 % d’humidité et 4 % de cendres. Le contenu

protéique était de 2,5 (m/m) % apres détermination par la méthode Kjeldahl.

La gomme xanthane (GX) SatiaxdleCX 910 (lot 20060134), nous a été
généreusement fournie par Degussa (Paris, France). La poudre contenait 7 (m/m) % de
proténes, 11 (m/m) % d’humidité et 9 (m/m) % de cendres, d’apres la fiche technique du

fournisseur.

L’huile d’amande douce (conditionnée dans des flacons de 1 L) utilisée au cours de
cette étude a été fournie par la Cooper (Melun, France) (lot 0712014%Ar souci de

simplification, nous I’appellerons « huile » dans le reste de ce document.

L’azoture de sodium (lot K305.2), utilisé comme conservateur, a été fournie par Roth.
L’acide chlorhydrique 2 N (lot n°® 0C566024) et la soude 0,25 N (lot n® 0C561259) utilisés
pour I’ajustement du pH étaient de qualité analytique (Merck).

L’eau utilisée lors des expérimentations était purifiée grace a un appareil Millipore

Synergy 185 couplé avec RiO85d une résistivité de 18,2 MQ.cm.
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2 - Préparation des solutions de biopolymeres

Des solution de B-lg, GA et GX ont été préparées a 20 + 1 °C par dispersion de
poudres de B-lg, de GA ou de GXdans de I’eau MilliQ a des concentrations massiques
variables. Durant au moins 2 heures, une agitation magnétique a été maintenue de facon
modérée afin d’éviter la formation de bulles d’air. Seules les solutions de GX ont été
chauffées a 60 °C apres la dispersion afin d’assurer une compléte solubilisation de la gomme.

Les solutions ainsi obtenues ont alors été placées au réfrigérateur a 4 £ 1 °C durant une nuit
afin de permettre une bonne hydratation des biopolymeres.

Le pH des dispersions de B-Ig a ensuite été ajusté a 4,8 (pH de solubilité minimale de
la B-Ig) (Mekhloufi, 2005) avec du HCI 1 N et 0,1 N (pHmetre MeterLab PHM 220 LAB).

Les dispersions de B-Ig ont ensuite été centrifugées a 10 000 g pendant 30 min a 20 £ 1 °C,
afin d’éliminer les particules insolubles ainsi que les agrégats de B-lIg (Centrifugeuse Sigma

3K30 Bioblock Scientific). La quantité éliminée suite a cette étape s’éléve a environ 10 %

(m/m) (Mekhloufi, 2005). Nous avons tenu compte de cette perte de 10 % dans la quantité de
poudre dispersée afin d’obtenir la concentration finale désirée. Le pH des dispersions de B-Ig

a été alors réajusté a 4,2 ou 7,0 suivant les cas, par addition de HClI 1 N et 0,1 N ou de NaOH
0,25 N. Le pH des dispersions de GA et de GX est de la méme fagon, respectivement ajusté a
pH 4,2 et pH 7 sans procéder a une étape de centrifugation.

[I'l. Techniques d’analyses mises en ceuvre

1 - Indices d’acide et de peroxyde

La détermination des indicebacide et de peroxyde a permis de caractériser notre
huile d’amande douce. Les méthodes suivies sont celles de la Pharmacopée Européf’éﬁne 6
édition, monographies 2.5.1. et 2.5.5. respectivement pour les indices d’acide et de peroxyde.

L’indice d’acide In est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité
d’hydroxyde de potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres présents dans 1 g

d’huile. Il donne une évaluation de la quantité d’acides gras libres.
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L’indice de peroxyde Ip est le nombre qui exprime en milliéquivalents d’oxygene actif
la quantit¢ de peroxyde contenue dans 1000 g d’huile. C’est un indicateur du degré

d’oxydation des huiles.

Ces déterminations ont notamment pour finalit¢ d’évaluer 1’oxydation de 1’huile
contenue dans un flacon ouvert depuis 10 mois comparée a celle contenue dans un flacon

neuf. Les dosages ont été répétés trois fois pour chaque indice.

2 - Chromatographie Liquide Haute Performance a polarité de phases inversée
(RP-HPLC).

La Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP) ou High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) est une méthode de séparation analytigue de constituants
d’un mélange de composés.

Le principe de fonctionnement est représenté sur la Figure 11. Une phase mobile

liquide est pompée dans une colonne remplie d’une phase stationnaire de fine granulométrie.

[ COLONNE | [ détectewr |
I _t] i_ ——
I Vers |
e enregistreur
injecteur __l L

| Réserve de liquide
|  phase mobile

Figure 11 : Principe de fonctionnement de I’HPLC

L’échantillon a analyser est injecté dans la phase mobile a I’entrée de la colonne et est ainsi

entrainé au sein de cette derniere. SuiMastintéractions entre 1’analyte et les phases
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stationnaire et mobilées constituants de 1’échantillon sont ¢lués de la colonne a des temps de

rétention différents et donc séparés. Un détecteur couplé a un enregiatiieur’ obtention

de chromatogrammes comportant des pics qui correspondent aux différents constituants de
I’échantillon (Rosseet al, 1991).

Différents modes chromatographiques peuvent étre mis en ceuvre pour réaliser la
séparation des analytes. Plus des trois quart des séparations par HPLC sont réalisées par
chromatographie de partage. Dans ce mode chromatographique, des supports a phase greffée,
préparés par la réaction d’un organosilane avec les groupements —OH présents sur la surface
d’un gel de silice, sont généralement utilisés. Différents groupements fonctionnels organiques
(amines, éthers, hydrocarbures...) sont susceptibles d’étre greffés permettant d’obtenir une
gamme de polarité pour la phase stationnaire. En chromatographie de partage en mode
normal, la phase stationnaire est polaire et la phase mobile est un solvant relativement non
polaire. En chromatographie en mode inversé, c’est la phase stationnaire qui est non polaire
(groupements n-octyle, eetadécyle...), et la phase mobile est un solvant relativement
polaire. En chromatographie en mode normal, le constituant le moins polaire est €élué en
premier et ’augmentation de la polarité de la phase mobile réduit son temps d’élution. En
mode inverseé, le constituant le plus polaire est élué en premhigugmentation de la polarité
de la phase mobile allongen temps d’élution. Dans notre étude, nous avons sélectionné la
chromatographie de phases inversée pour analysdi-lj, ce mode étant, en effet

particulierement bien adapté a I’analyse de protéines.

Lors de cette étude, le matériel utilisé était constididne pompe a gradient
(WATERS 600 Controller)d’un systéme d’injection (WATERS 717 plus Autosampler),
d’une colonne de silice greffée octyle (C8 Discovery® BIO WIDE Porecra%x 4,6 mm,
particules de taille 5 um). Enfin, le détecteur UV (WATERS 486 Tunable Absorbance
Detector) était réglé suis longueur d’onde de 214 nmen utilisant le systéme d’acquisition de

données EZCHROM (scientific software Inc.).

L’analyse a été realisée avec un gradieatlution (Tableau 1) obtenu par mélange de deux
phases mobiles (A et BJ’acétonitrile (ACN), d’eau MilliQ et d’acide trifluoroacétique
(TFA).

Phases mobite - A: H,O/ACN 93/7 vlv contenant 0,1 (v/v) % TFA
- B : HO/ACN 7/93 v/v contenant 0,1 (v/v) % TFA
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Tableau | : Gradient d’élution mis en place pour I’analyse en RP-HPLC de la -Ig.

Temps (min) Débit (mL/min) A (%) B (%)
0 1 80 20
5 1 80 20
65 1 5 95
66 1 80 20
76 1 80 20
77 1 80 20

Les étalons suivants ont été préparés a 1mgéand de 1I’eau MilliQ et injectés une fois
(Vinj =25 HL) .

- B-lg variant B, L8005-25MG (lot : 097K7011) provenant de chez SIGMA.

- B-lg variants A et B, L-0130 (lot : 124H7045) provenant de chez SIGMA.

- a-lactalbuminga-la), L5385-25MG (lot : 028K7015) provenant de chez SIGMA.
- Albumine de Sérum Bovin (BSA), A2153-10G (Id118K0663 provenant de chez SIGMA.

Nos échantillonsgle B-Ig préparés aux concentrations de 0,1 e®Ogi filtrés sur un filtre &

seringue (Millipore) de 0,22 um ont été injectés une fois.

3 - Chromatographied’Exclusion Stérique.

La chromatographie d’exclusion stérique (Size Exclusion Chromatography en anglais,
SEC) ou encore Gel Filtration Chromatography, en anglais (GFC), est une technique de
chromatographie en phase liquide permettant la détermination de masses molaires des
analytes Contrairement a I’HPLC, la séparation des constituants n’est pas basée sur 1’affinité
chimique avec le support, mais sur la taille des muid€ade 1’échantillon. La Figure 12
montre le principe de séparatiam sein d’une colonne de SEC, remplie d’une phase

stationnaire inerte composée de particules poreuses.
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Ainsi que le montre la Figure 12, les molécules dont le volume hydrodynamique en
solution est petit sont capables de pénétrer dans les pores tandis que les plus grosses en sont
exclues. Les molécules possédant un volume hydrodynamique élevé (masse molaire élevée)
ont un trajet plus direct et donc plus rapide. Les molécules de haute masse molaire sont ainsi

éluées plus rapidement que celle de faible masse molaire.

Molécules

. . L - _-:-:-:-'.-I = —
N 0
s . '. @%%% O%%% Molécules plus
g )ﬂO 8 IS petites que les
.l o GO0 O%@'O pores des billes
\ s OO0 ele/ele I
9 Molécules plus
- ()
B (i) K grosses que les
. . (g%)'@ ) pores des billes
Bille du gel qui comporte OC} O{:}
des poresietailles définies | H_1_J () (OO0
permettant aux molécules H H
les plus petiteslepénétrer
J ¥
élution élution

Figure 12 : Schéma dunpncipe de séparation en chromatographie d’exclusion
stérique.

Lors de cette étude, une colonne TSK Gel 3000SW (N° 3SW321GM0249) (Tosoh
Bioscience GmbH, Stuttgart, Allemagne) de dimension 7,5 mm ID x 30 cm L, a été utilisée.
La taille des particules était de 10 pm et les pores de 250 A. La phase mobile était constituée
d’un tampon phosphate 0,1 M a pH 7 avec 0,1 M de chlorure de sodidim.d’équilibrer le
systeme, le débit de la phase mobile, préalablement dégazée, a éteé fixé a 0,4 mL/amih pend
12 heures en utilisant une pompe isocratique (Thermo Separa