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Liste des abréviations

Par ordre d’apparition

sat
a2

solide

a2

sat

Y2

AH>

Das
CvoI
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Concentration en soluté
Température absolue (K)
Pression

Entropie du cristal
Entropie de dissolution, normalement positive

Activité du soluté a saturation (solubilité) papport a son état standard
Activité du soluté solide pur en équilibre dang golution saturée

Coefficient d'activité du soluté

Constante des gaz (8,3143 3dol™)

Enthalpie molaire partielle du soluté en solution
Enthalpie molaire partielle apparente de la sotutio
Concentration de la solution

Concentration a saturation, solubilité

Constante de Boltzmann (1,38%0.K%).

Fraction molaire du composé

Enthalpie de dissolution

Entropie de dissolution

Sursaturation
Force motrice de cristallisation (différence degmiels chimiques du cristal
et de la solution)

Potientiel chimique de la phase mére sursaturée
Potentiel chimique de la phase mére saturée

Aires des faces h, k, | (plans réticulaires) dstaf
Energies interfaciales, ou énergies libres de sarfdes faces h, k, | du
cristal

Energie libre d'activation de germination

Nombre de molécules constituant le germe

Aire du germe supposé sphériqgue

Energie interfaciale cristal-solution

Rayon du germe supposé sphérique

Volume d'une molécule dans le germe

Rayon critique du germe (corresponi@)

Energie libre critique d'activation de germinat{omaximum)
Fréquence de nucléation

Coefficient de diffusion

Concentration en monomeres dans le volume
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hom
hét
att

surf

P(m)
N

m

AGo(r)
AW(r) = W,-
W,

€ etem

E. et B,

Q. etQn

o

So
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Fréquence d'attachement de monomeres

Nombre d'Avagadro (6,022 .50nol™)

Concentration de la phase i dans le solide, edm¢Eps/Ms)
Concentration de la phase i & I'équilibre, solt®in mol/m
Masse volumique du soluté solide

Masse molaire du soluté

Angle de contact du germe avec une surface darasld'une nucléation
hétérogene

Notion liée a la nucléation homogéne

Notion liée a la nucléation hétérogene

Notion liée a la nucléation secondaire par abimiti

Notion liée a la nucléation secondaire surfacique

Nombre de cristaux nucléés par unité de temps ldamgcanisme en deux
étapes

Fréquence de nucléation des cristaux au sein ghase dense dans le
mécanisme en deux étapes

Distance interréticulaire (entre deux plan cligtaaphiques)

Angle de Bragg

Ordre de diffraction (pour la diffraction aux cag X), nombre entier
Longueur d'onde des rayons X

Absorbance de la solution a la longueur d'onde

Coefficient d'extinction de la molécule a la longud'ondei
Longueur de la cuve utilisée en spectrométrie UV
Concentration en soluté de la solution étudiéspectrométrie UV

Tempéarture de nucléation
Température de croissance

Rayon critique correspondant a la températureudéation |

Rayon critique correspondant a la températureaiesance &
Probabilité, selon la loi de Poisson, queeté@ment m se produise

Nombre moyen de cristaux par goutte

Evenement dans notre cas, le nombre de cristatigseant dans la goutte
étudiée

Energie libre en I'absence de champ électrique

Energie libre due au champ.
Constantes diélectriques de la nouvelle phase let please de départ
Champs électriques a I'intérieur et a I'extéridurgerme

Volumes occupés par le germe et par le systéeme
Energie de surface spécifique

Sursaturation sans champ
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Xi ety
Ho

Eoa
HBe

fa
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Sursaturation induite par le champ électrique
Permittivité électrique de l'air

Sensibilités magnétiques suivant les axes i et |
Perméabilité magnétique du vider@0’ H/m)
Intensité du champ

Energie fournie par les ultrasons

Viscosité du solvant

Rayon d’'une molécule de soluté
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Introduction

La cristallisation est devenue une étape de patifio importante dans l'industrie.
L'industrie pharmaceutique a été une des derngeimtéresser a cette étape, cependant c’est
la premieére a s’étre intéresser au polymorphisme etiger une importante qualité de cette
étape. En effet, comme toutes les étapes de mirdic elle demande une grande rigueur au
niveau du cahier des charges. Avec 'étude du phéne de la cristallisation, l'industrie
pharmaceutique a transformé cette simple étapeudéicption en étape importante, car, a
I'heure actuelle, on ne cherche plus seulementparseé le soluté du solvant, mais aussi a
produire des cristaux d’'une certaine forme et d'gedaine taille, pour que tous les lots
produits aient les mémes caractéristiques.

Dans le cadre de la recherche sur les conditionsridtallisation a des fins de
développement de procédeés (robustesse du proaaukiance des propriétés d'usage et de la
phase obtenue...), le contrle de la nucléation estaiape importante. Nous proposons ici
d'étudier lI'impact de nouveaux parameétres surd&ation.

L'objectif de cette thése est de contrdler, madtrist provoquer la nucléation. On
cherche a contrdler la nucléation dans le tempsues I'espace de fagcon a pouvoir observer la
formation du premier germe critique. En effet lestile pour parvenir a observer ce
phénomeéne sont maintenant disponibles, mais isusieon ne sait pas ou les pointer pour
regarder au sein de la solution. A ce jour, I'obaon de la formation du premier germe
critiqgue est donc impossible sauf si I'on est tleéanceux.

Il'y a donc deux angles d’approche de ce sujepreenier angle est industriel avec la
mise au point de nouveaux procédés d'aide a laerebb des conditions de cristallisation,
mais aussi une approche plus fondamentale aveortgréhension du mécanisme de la
formation du germe critique.

Pour étudier ce sujet, nous avons la démarche dapm@oche non-classique.
Pourquoi parle-t-on d'une approche non-classique Tout simplement parce que
classiquement lorsque l'on étudie les paramétréiseimcant la thermodynamique ou la
cinétique de la nucléation, on se cantonne a 4npgras, a savoir la température, la
sursaturation, I'énergie interfaciale et I'hydrodymique. Pour parvenir a déclencher la
nucléation au sein de la zone métastable, on ajantgparamétre supplémentaire aux
parameétres classiques. Ce cinquiéeme parametreneshamp externe, qui pourra étre un

champ électrique, des ultrasons ou un rayon lumindBien que l'application soit
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essentiellement interne a la solution, nous verrpogrquoi nous les appelons champs
externes.

Pourquoi se place-t-on au sein de la zone métastdbEt bien parce que dans les
conditions classiques, il N’y a pas de nucléatiamaire, et si on arrive a la déclencher, on
arrivera mieux a la contréler, par le biais du noenét de la taille des cristaux, et peut étre
méme contrdler la phase. Quoiqu'il arrive, la natign va démarrer de la ou on applique le
champ et se propager dans toute la solution, cepemes vitesses de croissance seront plus
lentes et donc plus facilement contrélables. Des,ptin peut espérer qu’'un champ externe
aura une action locale, la ou on I'applique, damtd@scutera le mécanisme plus loin dans ce
manuscrit. Cependant, le fait que I'action soitalecest aussi a discuter d’un point de vue de
la méthodologie et de ce que I'on attend. En effeta rend son utilisation pertinente au
laboratoire lorsque I'on recherche les conditioascdstallisation, par contre, il sera difficile
d’extrapoler le procédé pour une application indekt.

Afin de mettre en évidence un éventuel effet desngs externes sur la nucléation et
d'en comprendre le mécanisme d'action, il est itapbid'avoir des données de référence en
conditions sans champ externe. Ce travail se didise en deux parties, la premiére étant
I'étude de la fréquence de nucléation dans desitomsl dites classiques, afin de mieux
établir la théorie, puis dans un deuxiéme tempmsadit de comprendre les effets des champs
externes sur la nucléation.

En général, lorsque I'on travaille & la mise aunpde nouvelles expériences, on utilise
des molécules que I'on appelle 'modéles'. C'esteagdie I'on utilise des molécules dont on
connait trés bien le diagramme de phases, aingiogti@utre parametre essentiel a la maitrise
parfaite de la nucléation. De plus dans notre ikasagit forcément d'une molécule qui soit
soluble dans l'eau afin d'éviter les complicatiahs montage de l'expérience dues a
I'évaporation d'un éventuel solvant organique £pl®blémes liés a sa compatibilité avec les
contenants, sans perdre de vue le développemdmtalegique lié a l'utilisation de solvants
organiques.

Ce manuscrit se divisera donc en deux partiesndiss, a I'image du déroulement de
mon doctorat. Dans un premier temps, la nucléatians les conditions classiques sera
présentée, d’'un point de vue théorique avec urgediibliographique, puis d’'un point de vue
expérimental, avec la présentation des expériemeeseées. Dans un second temps, la

nucléation en présence de champs externes selaestli@pproche non-classique, suivant le
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méme plan que la premiére partie, nous y présargdes champs externes étudiés, a savoir

le champ électrique interne continu, lirradiatipar la lumiére et enfin les ultrasons.
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I. Les notions reliées a la cristallisation

L’apparition d’'une nouvelle phase est un phénomeéoerant dans de nombreux
domaines de la science (chimie, biologie, physigyece phénomene est appelé, de facon
générale, la nucléation, c’est une transition dasph du premier ordre. La nucléation est la
transition d’'une phase désordonnée vers un étit ohatiere plus ordonné. Lorsque la phase
qui apparait est solide, on parle de cristallisatio sens large, que la phase de départ soit
gazeuse ou liquide. La cristallisation est donc waesition de phases définie par le passage
d’'une phase liquide a deux phases, I'une solidaetre liquide. Il existe des transitions de
phases sans changement d'état, comme par exempmlémation, une phase liquide se
transforme en deux phases liquides non miscibleserwore le polymorphisme qui est la
transition d’'une phase solide a une autre phasgesdé méme composition chimique mais de
structures cristallines différentes, pour cela i yissolution puis recristallisation sous une
forme différente.

Voici quelques concepts fondamentaux de la crisédibn en solution présentés par
une étude bibliographique. Tout d’abord, quelqugpels sur le systeme cristal-solution, tels
gue les notions de solubilité et de sursaturatmsi que I'influence de la non-idéalité de la
solution sur les relations entre la températuda sblubilité. Puis, les différents aspects de la
nucléation seront étudiés d’'un point de vue thegnathique et d'un point de vue cinétique
ainsi que les domaines de prédominance de chaaus Merrons aussi les différents modeles
cinétiques théoriques de la nucléation.

1. Généralités

Cette partie aborde les concepts fondamentaux deidtallisation en solution de
petites moléculés?, notions qui sont aussi valables pour de plussgmsnolécules telles que
les protéines.

a. La solubilité
+ Définition

On définit la solubilité par la quantité maximale sblide, ou soluté, qui est capable
de se dissoudre dans un solvant donniéa solubilité est fonction de la composition de |
solution, de sa température, ainsi que de sa preskirsqu’elle est en équilibre avec une
phase cristalline de composition et de structuraledgent connues. La solubilité dépend
également du couple solvant-soluté considéré plabgudépend de la capacité du soluté a
créer des liaisons mixtes solvant-soluté tellesignalip6le, dipdle-dipdle, liaison hydrogene
ou encore liaison de Van der Waals.

Guggenheim en 1989 donne une équation générale de la solubilité eation de la
température (eq. I-1) :

(e

Eq I-1

oC
Tz)Psat alu )TP
oC,
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ou G est la concentration en soluté,

T la température absolue,

P la pression,

S I'entropie du cristal, la différence,&¢ étant I'entropie de dissolution, normalement
positive.

Lorsque la différence d’entropie est positive, lalubilité augmente avec la
température, la solubilité est dite directe (fig.d¢a qui est le cas de la majorité des molécules.
Dans le cas contraire, on dit que la solubilitéiegerse (fig.1b), on trouve des solubilités
inverses pour certaines conditions de cristallisatie protéines en fonction de la phase a
cristalliser, du pH ou du sel, mais aussi pouraiees petites molécules comme |g(S0y)s.

Concentration

Conceniration (g/T ) F 3
— E

(b)

Température (°C) 2

Tempeérature

Figure 1 : Diagramme de solubilité directe (a) et indirectegb)

» Influence de la non-idéalité de la solution surd#ation entre la température et la
solubilité

La température étant un parametre, influencantolabgité, assez facile et peu
onéreux a faire varier, il est donc normal quedtistrie pharmaceutique I'utilise pour les
études de cristallisation, mais aussi de formutatib est donc plutét courant de voir des
diagrammes de solubilité en fonction de la tempéeatDe plus, en pratique grace a des
extrapolations ou encore des régressions linéairest possible d’obtenir une courbe a partir
de seulement quelques points expérimentaux et #@r phr ces courbes, des grandeurs
thermodynamiques.

D'un point de vue théoriql on peut exprimer la forme exacte de I'isochore de
Van't Hoff (eq. I-2) :

dina3® _AH,
dT RT?

Eq1-2
sat

aveca,” : Activité du soluté a saturation (solubilité) papport a son état standard,

T : Température absolue (K),
R : Constante des gaz (8,3143 drdol™),
AH, : Enthalpie molaire partielle du soluté en solution.
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En général,

agollde - agat - yzsatlcs Eq -3

Ou a,°"% est l'activité du soluté solide pur qui est enitdoge avec la solution

saturée dans laquelles@st la concentration en soluté a I'équilibre (s#ttan ou encore
solubilité) ety,** est le coefficient d’activité du soluté. On trows@uvent I'équation I-2 dans
sa forme simplifiée suivante :

dinCg _ AH,
dT  RT?

Eq I-4
oUAH, est I'enthalpie molaire partielle apparente dedhution, elle est généralement égale
a:

AH, = AH,.(0InCg/dIna,)t Eq1-5

dans le cas d’une solution idég@inC./dIna,), = ¥1

De plus, au lieu de faire I'hypothése habituelle 4H.," est indépendant de la
température, Grant a supposé e varie linéairement avec la température (1-6).

AH, =a+bT Eq 1-6

avecT comme température absolue et a et b des constahmcpz* qui est la variation de
la chaleur spécifique de soluté a pression corestant
Des équations (I-4) et (I-6) a température constantobtient :

dinCs _ a b
dT ~ RT> RT

Eq -7
qui devient apres intégration
+

INCg =- InT +c Eq -8

T|o

al
RT

L’équation (I-8) est la forme générale non linéalecla variation de la solubilité en
fonction de la température absolue dans le casldéans non idéales. Les analyses des
régressions linéaires entre k& 1/T d’'un coté et In T de l'autre, permettenglentification
de la variation de la solubilité. Ces analyses @ohies valeurs des 3 inconnues a, b et c.

Ainsi, sib dans I'équation (I-6) est négligeable, cela sigriueAH, est considéré
comme indépendant de la température, I'équati@) ¢le simplifie pour donner I'isochore de
Van't Hoff® :

1
INCg =- .?+c Eq -9

0o

Eve REVALOR These de l'université Paul Cézanne 22
Nucléation en présence de champs externes




De I'équation de Van't Hoff, des grandeurs thermmaiyiques peuvent étre obtenues.
Ainsi, I'évolution de la solubilité exprimée endtmn molaire X de la molécule en fonction
de 1/T est en principe une droite (idéalité desitemis diluées) dont la pente permet de
calculer I'enthalpie de dissolutidfH, et I'ordonnée & l'origine, I'entropie de dissolnAS,
avec azAH, et c=AS, /R. Par commodité, on remplace souvent la fractimtaire par la
concentration € (I-9). La valeur deAH, n’est pas affectée, mais I'ordonnée & l'origine ne
correspond plus a I'entropie de dissolution.

Dans le cas ou a est négligeable dans I'équatief), (Icela implique que
AH, =T. ACpg* I'équation (I-8) se simplifie pour donner I'équatide Hildebran :

InCS:%InT +C Eq I-10

oub représentexcpz* qui est approximativement égalss, et c la constante d'intégration.

Les deux types de fonctions solubilité-températte) et (I-10), sont apparus
comme fournissant une bonne linéarité des poinis da nombreux cas d'études. Le tracé du
InCs en fonction de 1/T, dans le cas de l'isochore @d@'vVHoff, a incontestablement la
faveur de la communauté scientifique. Hildebranchantré théoriguement que le tracé du
InCs en fonction de InT peut fournir une meilleure exgion linéaire. En revanche,
Yalkowsky”! a prouvé expérimentalement que la corrélation de'tvHoff est plus
appropriée pour exprimer la solubilité en fonctamla température, dans le cas de systeme
solide-liquide ou la solution est idéale.

Dans le cas ou les corrélations de Van't Hoff ddétirand fournissent un écart a la
linéarité des données solubilité-température, dis@it’équation générale (I-8). Cet écart a la
linéarité correspond a un écart a l'idéalité dedaution. Des exemples décrits dans l'article
de Grant montrent que I'équation (I-9) de Van't Hest clairement inappropriée (écart a
l'idéalité) a l'ajustement des données solubilggpérature de plusieurs molécules
pharmaceutiques et d’autres molécules hydrophobes tleau et dans des solvants tres
associés, c'est-a-dire trés polaires. Cet écaid&alité est particulierement significatif pour
des températures supérieures a 50°C dans le easldeules pharmaceutiques.

Dans le domaine pharmaceutique, la non-linéaritéladeourbe de solubilité est
souvent traduite par la présence de polymorphesdeusolvates que I'on définira
ultérieurement. Dans certains cas, cette interfioétgpeut induire en erreur lorsque le
comportement non-linéaire de la solubilité estdasequence de la non-idéalité de la solution.
De plus le point d’intersection des courbes outdso{selon la représentation) des différentes
phases n’'est pas le méme selon que I'on utilisepaésentation linéaire de Van't Hoff ou
bien la représentation logarithmique de Gfant

b. La sursaturation

La cristallisation est un changement d’état, il yl@anc une barriere énergétique a
franchir pour que le soluté cristallise. Il fauthdoune certaine ‘force’ au soluté pour arriver a
sortir de la solution dans laquelle il se trouva etistalliser.

Cette force est appelée sursaturation, d’'un pa@ntwe thermodynamique.

Théoriguement, la force motriégu de la cristallisation, par molécule, est la déféce
des potentiels chimiques d’une molécule en soluli@mms les phases meéres sursatunégsef
saturéesy(s) respectivement :
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A=y — Us = kT.In£ Eql-11
Cs
avec C : Concentration de la solution,

Cs : Concentration a saturation, solubilite,

T : Température absolue (K),

k : Constante de Boltzmann (1,38%20.K™).

On constate dans cette équation que I'on a rempigegl’activité du soluté par C, la
concentration en soluté, parce qu’'on considere dams I'équation I-3, le coefficient
d’activité du soluté,** est égale a 1.

C'est en effet par sa différence de potentiels s que l'on caractérise la
tendance d’un constituant a sortir d’'une phase.sMaisursaturation peut étre définie de

différentes manieres, en utilisant notamment lestjtés sans dimensigheto :
=—oupf-l=g=——> Eql-12
C o C

On peut noter qu’a faible sursaturatiof#o, InB=AWkT. Ces deux grandeuf eto,
présentent I'intérét d’étre normées par rapport &dlubilité G, et d’étre adimensionnelles
afin de faciliter les comparaisons entre différesystéemes. Une méme valeBirpeut étre
obtenue dans les domaines de concentration triésetifs si la solubilité varie beaucoup avec
la température. Notons aussi que les cinétiquessé&sujours plus rapides dans les milieux
plus concentrés toute chose égale par ailleurs.

La sursaturation est I'état d’'une solution dansuédlg la concentration en soluté est
supérieure a la solubilité. Ainsi, quand on étabiit diagramme de phase (fig. 2), on peut
distinguer trois domaines :

- La zone sous-saturée, en dessous de la courbduibdisn zone dans laquelle du

soluté peut encore étre dissout.

- La zone sursaturée métastable, zone dans laqudleristaux croissent mais

n'apparaissent pas.

- La zone sursaturée labile, zone dans laquellerigimox apparaissent et croissent.

Concentration

A

Limite de zone méhshble‘

Zone lahile sursaturée
Courbe de solubilité

e
art

Zone métastable
sursatiwée

Zone stable sous sautée

>

Température

Figure 2 : Diagramme de phases
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On peut obtenir la sursaturation de différentesiid® et c’est ce choix qui va déterminer le
type de procédé de cristallisation qu’on va dévedop

- Soit par évaporation du solvant, dans ce cas,naeadration en soluté augmente,
le probleme majeur étant que les impuretés ausirseentrent ce qui entraine des
conditions particuliéres de nucléation et de cemisge des cristaux.

- Soit par refroidissement ou réchauffement de lautemi (en fonction de la
solubilité directe ou inverse du soluté), en géndras’agit de monter en
température pour dissoudre le soluté et de laitsesolution refroidir pour
cristalliser.

- Soit par addition d'un co-solvant dans lequel liiité du soluté est tres basse
ou nulle, dans ce cas, on utilise un co-solvanfagament miscible avec le
premier, mais qui ne solubilise pas le soluté.

- Soit par réaction chimique, le mélange de deuxtiféaca donner un produit, qui
est le soluté, de plus faible solubilité, qui deagrécipiter.

- Soit par variation de pH, on ne peut appliquer ae gue lorsque la solubilité
dépend du pH, cela est tres intéressant, car anatifie pas la composition du
milieu.

c. La séparation de phases liquide-liquide ou démixtio

Dans le domaine pharmaceutique, on a souvent affaides molécules dont la
cristallisation est délicate, voir difficile, cel@ s’accompagnant souvent de phénoménes de
séparation de phases liquide-liqifdé”. Ce phénomeéne est une transition de phases, elle
aussi du premier ordre, correspondant a la sépardtiine solution de concentration donnée,
en deux solutions non-miscibles de concentratidgiférentes. Il y a une lacune de miscibilité
dans le diagramme de phases. On appelle tempéraiticpie, la température a partir de
laquelle la démixtion apparait. La températureéjmgation de phases liquide-liquide varie en
fonction de la concentration, on obtient donc uaeribe thermodynamique, appelée binode,
sur le diagramme de phase, qui délimite la zongédeixtion du systeme (fig.3).

Concentration

Solubilite

Separation de phases
liquide-liquide

Temperature

Ly

Figure 3 : Diagramme de phases de démixtion et photo d'urdgmixtion, d’aprés Veesler et a

Physiquement, la séparation de phases liquidedigee manifeste par la nucléation
de gouttes au sein d’'une phase liquide continuenuaeéation est ralentie par d’éventuels
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problemes de diffusion entre les deux phases, #&elklense en soluté peut aussi se gélifier
car elle devient trop dense. De plus, en I'abseatiagitation, ces gouttes coalescent pour
finalement tomber au fond du réacteur, et aingnfardeux phases décantées.

La séparation de phases liquide-liquide peut éitastable ou elle peut étre stable,
dans ce cas-la, on observe deux points triplesribt 2, points de concours de la binode et
de la courbe de solubilité (fig.4).

Température Température

A (a) A A (b) A

Liguide

Liquide

Liguide + Solide

()

Liquide + Liguide

Liquide + Ligquide

Liquide + Solide

Concentration Concentration

Figure 4 : Diagramme de phases, Température-Concentratiomu la lacune de miscibilité est (a) au-
dessous de la courbe de solubilité ; ou au-dessby, formant deux points triples (L et 2) avec celle-ci.

La séparation de phases liquide-liquide est unesitian de phases sans changement
d’état de la matiére, c’est aussi le cas du polyiigme que nous allons voir maintenant.

d. Le polymorphisme

Un grand nombre de substances peuvent apparaiise difierentes phases si les
conditions du milieu le permettent. Ces phases @auétre des polymorphes, des solvates et
des amorphes. Les polymorphes ont rigoureusemenéiae composition chimique mais des
structures cristallines différentes. lls ont audes énergies de réseau différentes et en
conséquence des propriétés physico-chimiques eliffés : température de fusion, solubilité,
enthalpie de dissolution...

L'importance du phénomeéne de formation de ces rdiffies phases et de leur
disparition est considérable dans de nombreux dweaDans l'industrie pharmaceutique par
exemple, I'existence de différentes phases jougdlm considérable puisque l'activité du
médicament dépend de la variété polymorphique. &.'des propriétés fondamentales, en
dehors de la stabilité de la substance, est sdiqueéde dissolution. Certaines variétés
polymorphiques perdent tout leur intérét car eles dissolvent trop lentement ou trop
rapidement ou encore deviennent de véritables psigour I'organisme.

D’un point de vue industriel, on peut citer lesdneénients suivants : prise en masse
(mottage) des stocks, changement de propriétésoliesnts, altération de la qualité des
produits.
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Parmi les différentes phases pouvant apparaitre ala@ solution, pour des conditions
physico-chimiques données, une seule correspoiediérdie libre minimale du systeme celle
de plus faible solubilité. Pourtant ce n’est paliees qui se forme la premiére. En 1897,
Ostwald érigeait en régle qu’un systeme chimiquéend pas directement vers I'état le plus
stable mais vers I'état métastable qui lui estimbfd. Pour illustrer cette loi, considérons une
substance cristallisant sous deux formes diffésehé 11.

La forme | est la moins soluble dans la gamme deqgts$idérée donc la plus stable en
solution. Si I'on se trouve sur la figure 5, augau du point B, la solution est sursaturée par
rapport aux deux formes | et Il. Les deux varigiéavent se former. La sursaturation étant
plus importante par rapport a la forme |, on siadta ce que ce soit celle-ci qui cristallise en
premier. En fait, c’est la forme Il qui cristallisans la grande majorité des cas. Les facteurs
cinétiques I'emportent donc sur les facteurs thelynamiques qui imposent I'équilibre final.

Concentration

A Forme Il

Formel

>
pHy pH, H

Figure 5: Solubilité de deux polymorphes en fonction du pH

Selon la position relative des courbes de solébities formes polymorphes, on
distingue deux cas : le systeme peut étre monotrapmantiotrope (figure 6a et 6b)

Le systéme monotropique : La forme | est stablég &rme Il est métastable
sur tout le domaine de température (fig.6a).
Le systéme énantiotropique : Les courbes de sdkililes deux phases se
croisent en un point, appelé point de transitiorpklases, a une température
notée k. La stabilité d'un polymorphe dépend alors de e de
température étudiée (fig.6b).
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Concentration Conceniration

A Forme Il A

Forme I Formel
Formell

(@)

- i »
. >

Temp érature R Temp ératme

Figure 6 : Courbes de solubilité de deux polymorphes | ef I Cas d'un systeme monotropique (a) et
énantiotropique (b)

A partir des valeurs de la courbe de solubilitésil possible de déterminer la présence
ou non d’'un polymorphe pour la molécule étudiéecHet, en partant de I'équation de Van't
Hoff, on peut tracer les courbes logarithmiques :

~AH, | A8,
RT R

Avec X représente la fraction molaire du composé,
T la température du systéme en Kelvin,
AHq 'enthalpie de dissolution,
ASy I'entropie de dissolution.
Si, par commodité, on remplace la fraction molaie la concentration, I'enthalpie de
dissolution n’est pas affectée, mais I'ordonné&®a@gine ne correspond plus a I'entropie de
dissolution. La formule de Van't Hoff devient :

In(X) = Eq 1-13

-AH A
In(C,) = 0 [ B +b Eq I-14
RT R
-AH
In(C.) = 1+B Eq I-15
(C,) e q
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In (Cs) In {(C'5)

@) )

Forme I
Forme II

~ Formnel g
Forme II
-
V4
> >
I'T I'T

Figure 7 : Représentation de In(G) en fonction de 1/T pour un systéme (a)monotropicgiet
(b)énantiotropique

Alors, dans le cas d’'un polymorphisme, le tracénd€s) expérimental en fonction de
1/T fait apparaitre une rupture de pente (fig. Hy).effet,AHy n’a pas la méme valeur pour
des variétés polymorphiques. Le tracé de Ig @ fonction de 1/T est un moyen tres
frequemment employé pour caractériser la présea@@lymorphes.

N.B.: La rupture de pente lors de la représemagoaphique de I'équation 1-15
représente soit un écart a l'idéalité du systewie)asprésence de deux phases différentes.

2. Les différentes théories de la nucléation

La nucléation est le processus conduisant a lagtom d'une nouvelle phase. Dans
cette partie je traiterai plus spécifiguement larfation de germes cristallins.

Ces germes sont thermodynamiquement stables apr&satteint une certaine taille,
la taille critique. Le phénoméne de nucléationrétar 14, vient ensuite I'étape de croissance
cristalline.

Il existe a I'heure actuelle deux théories sur lal@ation. La premiere est la théorie
classique de nucléation qui, au départ, a été @ahmur la nucléation d’une phase vapeur au
sein d’'une phase liquide, elle s’effectue en un#esétape. La deuxieme théorie est beaucoup
plus récente, il s'agit de la théorie en deux &ateKashchid¥”! que je présenterai plus tard,
et qui a été élaborée pour les molécules de tail®rtante comme les protéines.
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I. Lathéorie classique de nucléation

Cette théorie est la plus ancienne, elle est #agmle et s’applique a la nucléation de
toutes sortes de phases, sans distinction selgmdpsiétés physiques de la phase nucléée.

La nucléation se décrit sous ses aspects thermpiguoa et cinétique.
On distingue trois nucléations différentes:

- Tout d'abord la nucléation primaire homogene, gtilaformation de germes dans
le volume de la solution dépourvue de cristauxadphase a faire apparaitre, c’est
pour cela que I'on parle de primaire.

- La nucléation primaire hétérogene, qui est la failonade germes sur un support
‘étranger’ (parois, impuretés...).

- La nucléation secondaire, c'est I'apparition dengsra partir des cristaux de soluté
déja présents dans la solution, soit parce quitl$t® introduits (ensemencement),
soit parce que des cristaux nucléés auparavantéintcassés par l'agitation
(attrition).

Lorsque, dans la solution, la sursaturation esfliétaar rapport & une phase, on active
le processus de nucléation de celle-ci. La nudgatnet en jeu une énergie, appelée,
énergie libre de germination.

a. Nucléation primaire homogéne

e Thermodynamique

Les germes se forment alors dans une solution ounaaristal de la méme phase
n'existe déja, et de plus, il s'agit d'une nuct#atiolumique.

Si le germe contient n molécules I'énergie libeetivation de germination s’écrit (eqg.
[-16) :

AG = -nkT(In B) + 3" Sy Vi Eq I-16

hkl

ou la sommation est faite sur toutes les facesagah (m°), d’énergie libre de surfaggy

(J.m?. h, k et | étant les indices correspondant aarpléticulaires du cristal.
avec n : nombre de molécules constituant le germe,

k : constante de Boltzmann (J/K),

T : température (K),

[3 : sursaturation.

Si on considere, pour simplifier le calcul, quetesules faces du germe ont la méme
énergie interfaciale, on peut écrire I'équatiorviebmme suit :
AG=-nAu + Sy, Eq I-17

Avec A est la différence des potentiels chimiques duairet de la solution,
S l'aire du germe (m2) et
yeL 'énergie interfaciale cristal-solution (J9n
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Dans la théorie classique de nucléation (CNT) lengeest supposé étre une sphere,
on obtient alors I'équation thermodynamique donn&énergie libre de nucléation
homogene : (eq. 1I-18)

3
NG, = —4:;2 KT.In g +4mr2y., Eq-18

hom

avec : r, rayon du germe (m) et
Q, volume d’une molécule dans le germé)m
On appelle germe critique, le germe dont le rayomneé I'énergie libre de nucléation
maximale, soit pomaaA;rG = 0, on obtient, ainsi, I'équation de Gibbs-Thomsogtkrdlich
qui nous donne I'expression du rayon du germeqegti: (eq. 1-19)

2 _ 20y
KTIn g

Quand on remplace cette expression dans I'équdadiénergie libre (I-16), 'énergie
libre critique devient alors : (eq. 1-20)
\ 168 1 - 1
=—— == == (4mr “. ==S Eq 1-20
hom 3(kT|n,8)2 3( yCL) 3 yCL q
Cette énergie libre d’activation est un maximumadtgerme critique est instable,
c'est-a-dire que si on ajoute une molécule (r>&)cristal va croitre, par contre si on lui
enléve une molécule (r<r*), le cristal va se diskeu

Eql-19

AGT

Terme de
surface

Rayon du germe

Energie d'activation de germination

Terme de
volume

Figure 8: Energie libre d’activation de nucléation homogée en fonction du rayon du germe (r) d’apres
Boistelld"

On voit donc sur le graphique (fig.8) que dansdesx cas, le processus engendre un
perte d’énergieXG diminue), donc quel que soit le cas, il est spo@t
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Les conditions thermodynamiques de la nucléatiomdgene ayant été établies, il
nous reste a étudier la cinétique de ce changetegpihases.

» Cinétique

L’approche cinétique consiste a déterminer la sgea laquelle apparaissent les
germes, c'est-a-dire la fréquence de nucléatiorraprésente le nombre de germes apparus
par unité de temps et de volume.

Il n’existe pas beaucoup d’informations sur la frégce de nucléation des matériaux
biochimiques (molécules organiques, protéinessyipolymeres, etc...) en solution en dehors
du Lysozyme qui est utilisé depuis plus de 20 ammme molécule modéle, pourtant le
contrdle de la fréquence de nucléation permet heréle du nombre de particules produites et
aboutit ainsi & un contrdle direct sur la distribntde taille de ces particules pour un
rendement donné de produit cristallisé. Dans I'stde pharmaceutique, la distribution de
taille a un réle trés important, en effet des patés trop petites seront difficiles a formuler
dans la forme finale du médicament, et les padguiop grosses n’auront pas les mémes
propriétés de dissolution, elles auront tendance alissoudre plus lentement et peuvent
méme devenir toxiques, si la dissolution est traptd. Voila pourquoi il est important de
pouvoir maitriser la distribution de taille desstaiux au travers du contrdle de la fréquence de
nucléation.

L’apparition d’'un germe cristallin stable, i.e. garme ayant déja acquit une molécule
supplémentaire lui permettant d’étre stable, restre aujourd’hui tres difficile a expliquer
d'un point de vue cinétique. Que ce soit Ny¥iten 1968 ou Mullif®> *® en 2001, les
théories présentées s’appuient toujours sur leseméaux, ceux de GibbE, de Volmel®!
et de Becker et Doriflj'. En effet, la seule théorie, que I'on appelle sitase, se fonde sur la
nucléation de gouttes de condensation en phaseainvdpmsqu’une gouttelette se condense
sur une surface dans une atmosphere sursaturégpenry cette gouttelette s’évapore quand
méme rapidement, pendant qu’au méme moment une gatrttelette de condensation se
forme a c6té et ainsi de suite jusqu’a ce qu'uregtrittelettes condensées atteigne une taille
suffisante pour qu’elle ne s’évapore plus, cetiiéetast atteinte, soit par coalescence de deux
gouttelettes de condensation, soit par croissaada douttelette de départ. Dans le cas de la
nucléation de cristaux, il devient difficile de gen que le nucleus est formé par la collision
de deux germes en solution, il s’agit donc de savise a partir d’'un germe. Donc si on prend
le germe deés le début avant qu’il commence a exidts’agit d’'abord d’une molécule a
laquelle va s’ajouter une autre, puis une autraimsi de suite jusqu’a obtenir un germe
suffisamment gros pour qu’il devienne un nucleus :

Monomere+ Monomére» Dimere
Dimére+ Monomeére~ Trimére

(n*-1)mere+ Monomeére- n*mere = nucleus

A partir d’une certaine taille critique les forcegermoléculaires au sein des germes
vont prévaloir sur les particules au détriment fdeses des particules les plus proches autour
d’elles dans la solution et donc le germe devitatile, on I'appelle nucléus.

Si I'on rajoute encore un monomere a ce nucléus& itroitre pour donner un cristal,
par contre si un des monomeres se détache, alousléus va se dissoudre.

Pour décrire la fréquence de nucléation en relatioec ce mécanisme, Becker et
Doring*® et Volmef*® ont déduit la relation suivante :
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dsz =k'exp- E/RT) Eql-21
r

avec dN le nombre de nucléi formés par unité de volumelpehle tempsd

E, I'’énergie minimum nécessaire pour qu’un gernogsse jusqu’a la taille d’'un
nucléus.
Ceci est égal a 1/3 du travail nécessaire polworkadtion de la surface du nucléus (eq.I-20).
Appuyés sur cette idée, Becker et Doring ont ddduilation simplifiée que I'on connait
maintenant :

J =k'expE B/In? ) Eq 1-22

avec B une constante a température fixée et
B = C/Gla sursaturation.
En d’autres termes :

J =K, ex _AG Eq 1-23
KT

Ou Kp est un facteur cinétique qui est caractéristiquecauple cristal-solution, et qui peut
varier de 1.18' 4 1.1  m3.s?,
k, la constante de Boltzmann 1,3805°410K™
AG', est I'énergie d'activation critique définie préeénment pour la nucléation
homogene.
Si on remplac&G’ par son expression (eq. I-20) dans I'équation 62®btient :

2
J =K, ex —% Eq I-24
3(kT)*In“ B

Ko, le coefficient cinétique, regroupe la concentraten molécules dans la phase liquidg, N
la fréquence d’attachement des molécules au geritigue, v et un termd  connu dans la
littératuré®® comme le facteur de Zeldovich. Ce terme permeprdadre en compte le fait
que les espéces chimiques de taillee m participent de facon égale a la cinétique de
nucléation. L’équation 1-24 devient alors :

J =T W, ex _AG Eq I-25
kT
ol le facteur de Zeldovi€i!, I vaut :
% 1/2
AG
r=|— Eq I-26
3KT(N)

L’expression (I-26) reste néanmoins trés formdllest cependant possible de I'écrire
en fonction de parameétres physico-chimique®t(y) relatifs au couple solvant-soluté et de
parametres relatifs aux conditions expérimentalssergiellement la sursaturation et la
température de la solution.

La fréquence d’attachememtde monomeéres dans le volume d’'une solution a été
calculée par Kind et Mersmaf :
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v :gDAB(CV(,lNA)Z/3 Eq I-27

Avec : Dys : coefficient de diffusion en fis?,

Cvol : cONcentration molaire de monomeéres dans le vejumol.n® et

Na : le nombre d’Avogadro.

D’'une maniére générale la mesure de I'énergie fatede y est réalisée
expérimentalement & partir de mesures de fréqueteasucléation primaire homogéiie
%51 Cette méthode nécessite une solution dépourvaepdiieté afin de ne pas provoquer une
nucléation primaire hétérogéne qui conduit & dgelsierreurs. C’est pourquoi, Mersméfin
en se basant principalement sur le concept de Ghggd? qui considére la zone interfaciale
comme une phase volumique a part entiere, a établloi phénoménologique. Il obtient pour
un systéme binaire cristal-solution, une relatiartype :

C-S
y =akT(C®N,)? In(c—lj Eq 1-28
avec a, un coefficient d’ajustement compris entteed 0.6 selon les hypotheses,
CP = I\F;IS , la concentration de la phase i dans le solidenel/nT

Ci" , la concentration de la phase i & I'équilibrepbdité en mol/n.

En tenant compte des deux précédentes relationa,didinition de la sursaturatigh
et de I'expression de I'énergie d’activation cnitgAG , la fréquence de nucléation primaire
homogene peut s’écrire :

_ os _
3 s/ Ct %/ cS 1677 In3(Cij
'Jhom ZEDAB(CiSNA)A(C_iSj alnC_ILﬁA exp - a’ : Eq 1-29

, 3 In? g

Mais on peut aussi I'écrire en fonction de I'énergiterfaciale, afin de supprimer le
coefficient a, lorsqu’il n’est pas connu :

2 BV
Jhom = DAB%(CiSNA)%(C_iSJ ﬁ% expg - 16m y3 > Eq 1-30
2 kT c 3 KT I (BC N,

w

Dans la premiére équation (I-24), on se rend b@npte que si la sursaturation est
inférieure &3 (fig.9), la sursaturation critique, la fréqueneerdicléation est faible voir nulle,
on se trouve alors dans une zone qu’'on appelle staéle. Par contre si 'on a une
sursaturation supérieure a la sursaturation catiqan observe alors que la fréquence de
nucléation augmente rapidement de facon exponkenta se trouve alors dans le domaine
de nucléation spontanée (fig.9).
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Figure 9 : Fréquence de nucléation en fonction de la sursaation d'aprés Boistelle™.

La figure 10 montre schématiquement une solubditécte. Lorsque la courbe de
solubilité est franchie, il n'y a pas de nucléatimmdant un certain temps tant que le point
représentatif de la solution reste dans la zonastegdile. Lorsque ce point atteint la limite de
zone métastable, la nucléation primaire homogéhepmmtanée. Puisque la nucléation est
plus facile dans le domaine des grandes conceorigtia largeur de la zone diminue. On
reviendra plus tard sur les différentes limitezdees métastables existant en solution.

Concentration

A
Limiie de zone métastahle
Zote lakile sursaturée !
Courhe d e solubilné
ool -
1
(’f T “— —
Zone metastable Zotie stable sous sdurée
aursatirée |
Temperatmre

Figure 10: Courbe de solubilité directe et zone métastablgour la nucléation primaire homogéene.
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Expérimentalement, il est assez difficile de measilaefréquence de nucléation, car
souvent elle est déterminée a partir de la mesurtewhps d’'induction qui est inversement
proportionnel a la fréequence de nucléation. Orereps d’induction représente a la fois le
temps que les germes mettent pour se former mal Butemps que ces germes mettent a
croitre pour arriver a une taille qui soit détetgallous verrons dans la partie expérimentale
gu'il existe une technique, la double pulsion thigune, permettant de séparer la nucléation de
la croissance. De plus, le domaine de fréquenaeudeation mesurable expérimentalement
est assez limité, car en augmentant trés peu katsmation, on peut passer d'un temps de
latence de 104 10' s

Le but de cette étude est a terme d'arriver a moeo la nucléation primaire
homogene au sein de la zone métastable, pour nel@roa dans la deuxieme partie de ce
manuscrit que I'on va utiliser un champ externe.

b. Nucléation primaire hétérogene

Il s’agit toujours d’'une nucléation primaire, sajfe dans ce cas, le germe se forme
sSur un support, comme une paroi ou une impuretép@ut étre un cristal d’'une autre phase
ou un polymorphe) présente dans le milieu, ce ndilit que le germe n’a plus une forme
sphérique compléte, mais plutdt une forme sphérigurejuéé’

e Thermodynamique

Afin de déterminer I'énergie d’activation nécessad la formation d’'un germe
critique, un nucléus, il faut faire les hypothéseiwante2® :
- C’est une petite phase condensée isotrope : laefaungerme est une portion de
sphére.
- La taille du substrat est tres grande devant ckllgerme : la surface du substrat
est considérée comme plane au niveau de l'intedaster-substrat.
- Le substrat est indéformable.

Bien entendu, ce modéle a été rediscuté ces desn@nées avec des hypothéses
moins contralgnantgél qui n'ont pas modifié S|gn|f|cat|vement le modéle.

On définit donc une taille de germe critiqugerqui est égale & wom La Seule
différence, est que le nombre de molécules contedaas le germe qui se forme est moins
important pour la nucléation primaire hétérogerme,ilcfaut moins de molécules pour former
une sphére tronquée qu’une sphere compléte de mi@metre. De méme, la nucléation sera
plus facile si le soluté et le support ont une deamffinité, car dans ce cas, la calotte
sphérique sera encore plus petite (fig.11).
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Figure 11: Différentes sphéres tronquées en fonction de Fgle de contact @) avec le support d'apres
Boistellg".,

L’énergie libre critique d’activation de la nucliat hétérogene est donc le produit
d’'une fonction dex et de I'énergie libre critique de la nucléatiomumene. (eq.l-31)
AG,. = f(a)AG

*

Eq I-31

hom

Ci-dessous, trois conditions particulieres :
- o = 180° le germe est simplement posé sur le stippans affinité, I'énergie
d’activation doit étre la méme que s’il n'y ava#tgpde support, dodGhe=AGhom
- o =90° la sphere est coupée en deux, I'énergietidamn doit étre divisée par
deux.
-« tend vers 0°, I'énergie doit, elle aussi, tend¥es\0.
Soit : (eq. I-32 et I-33)

. ) + - 2
AG =AG, (2+cosa )4(11 cosa) Eq 1-32
AG,, = AGfmm.(% - ; cosa + %cos3 a) Eq1-33

D’un point de vue thermodynamique, la nucléatiotéraggene a besoin de beaucoup
moins d’énergie que la nucléation homogéne, ndossimaintenant étudier cette différence
d’un point de vue cinétique.

» Cinétique

Volme'® a établi la fréquence de nucléation hétérogénds rdans un souci
d’homogénéité des expressions, nous présenterocsllie établie par Mersmafifi similaire
a la frequence de nucléation homogene (eqg. I1-30) :

cs)|
3 s(chY? |, C® 7 167 InS{CTLj
Jhom =§¢hetDAB(CFNA)A(C—;j alnc—‘L/J’é exg-— f(a)a*——<| Eql-34

, 3 In? 3

On y trouve les deux termegne: et f(a) qui représentent I'hétérogénéité de la
nucléation. Plus précisémentyf(représente I'affinité du germe pour le substtaig est un
facteur multiplicatif du terme pré-exponentiel draduit la dépendance de la fréquence de
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nucléation par rapport a la surface constituéeétiaents étrangers de la phase mére (parois,
poussiéres, particules étrangeres,...)

Dans la cristallisation industrielle en continuey encontre simultanément de la
nucléation primaire homogéne et hétérogéne. Pare;dfilein et al?®, remarquent que lors
de cristallisation en batch, comme dans l'indugbi@rmaceutique, la nucléation hétérogéne
prédomine sur la nucléation homogene. En effedutaaturation critique qui définit la limite
de la zone métastable, est plus faible pour laéaticn primaire hétérogene que pour la
nucléation primaire homogene, il est donc nécessadé trouver un moyen d’abaisser la
sursaturation critique de la nucléation primairenbgene afin de la favoriser par rapport a la
nucléation primaire hétérogéne, celle-ci engendided problemes de récupération des
cristaux, ou encore de pureté de ceux-ci.

c. La nucléation secondaire

Contrairement a la nucléation primaire, la nuctfatisecondaire n’existe qu’en
solution et peut se produire a de trés faiblesasurations puisqu’il s’agit de germes issus de
cristaux déja présents en solutfdh Du point de vue du mécanisme, les choses nepsant
clairement établies (les mécanismes proposés sésemés plus loin). Par contre le modele
cinétique phénoménologique, avec une équationmidg I'équation 1-35 décrit relativement
bien le phénomene.

Parmi les différents auteurs qui se sont intéreasés question, voila I'expression
donnée par S.J. Jandf: (eq.I-35) :

Js =ke"AC'M, Eq I-35

Avec % la fréquence de nucléation secondair&.€1),
ks, une constante dépendant de la température atrdgure de I'agitation,
€ I'énergie transmise par I'agitateur, par uniténtkesse de suspension (W/kg),
AC=C-G, est la sursaturation (kgfjret
M+ la concentration des cristaux en suspension desallition (kg/m).
Les exposants ont des valeurs limites dépendargel ahature des cristaux et des
conditions hydrodynamiques : i est compris entbeed 3,
jentre 0,5 et 2,
h est compris entre 0 et 1, en général.

L’agitation joue un rdle primordial sur la cinéteude la nucléation secondaire
puisqu’elle assure une homogénéité de la concemtran soluté mais aussi en cristaux de
soluté.

On distingue plusieurs cas de nucléations secaslair
» La brisure, les cristaux présents dans la solwmmt brisés par I'agitation, lors d’'un
phénoméne de macroattrition, et ces brisures sorgupport pour de nouveaux
microcristaux, ou bien les cristaux introduits dies microcristaux collés en surface.

On appelle cette nucléation, la nucléation seceoadgiparente, elle est indépendante

de la sursaturation.

* L’'ensemencement, ici les cristaux sont introduomtairement pour en former des
nouveaux a leur surface. Elle est appelée nucléagoondaire vraie.

Nous allons voir a présent la cinétique de chaces deux types de nucléation
secondaire.
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» La nucléation secondaire apparente

Elle se produit donc lorsqu’il y a des microcristaula surface des cristaux introduits
pour I'ensemencement de la solution, ou bien ptitiah par I'agitation de cristaux déja
présents dans la solution qui se brisent pour dosm@ouveaux germes.

La fréquence de nucléation correspondant a ce ph&me d’attrition dépend des
propriétés physigques des matériaux (dureté, modeleisaillement, résistance de fracture),
elles sont représentées par le paraméetre MP. Leopigne d’attrition présente deux cas, le
premier est le cas d’arrachement, il a pour éqnatio

J.. =MPge 0" Eq1-36

Avec ¢, la concentration volumique des cristaux en susipan(nt.m™),
€ef, la puissance spécifique de I'agitateur (W-kg
Oefi, la sursaturation relative.
Dans le cas de pure brisure, on a la méme eéquatiais sanso.s, la
sursaturation relative.

* La nucléation secondaire vraie ou surfacique

Les faces des cristaux présentent parfois unesenoége dendritique ou une certaine
rugosité, d’autant plus importante que la valeuladsursaturation est plus élevée. Dans la
couche de diffusion cristal-solution se trouvens dembryons ou agrégats de molécules
ordonnées. Sous l'effet des forces de cisaillendentiquide et des heurts entre cristaux et
parois, ou entre cristaux, les dendrites et agsédat molécules se détachent pour donner
naissance a de nouveaux cristaux. Ce mécanismendiépependant beaucoup de la
sursaturation, qui entraine la croissance ou lasotlison des agrégats détachés. Ce
mécanisme appelé dans la littérature internatiotwaliision breeding", est trés répandu dans
les cristallisoirs industriels.

La fréquence de nucléation correspondant au méunanie nucléation surfacique est
principalement fonction du coefficient de diffusibrg (m?s™) et de la sursaturatid

_ o]
5 InZ[CILj
= E6qjﬂexp L N I Eq 1-37

surf — I—32 d 4 9 In,B

m

Avec E le facteur d'efficacité compris entre 0 et 1
Ls. le diametre de Sauter moyen (m)
dm, le diametre moléculaire (m)

Le diametre de Sauter, c'est le diametre du cuistat le rapport volume/surface est le
méme que le rapport volume/surface moyen calculéosis les cristaux de I'échantillon.

La cinétique de nucléation semblant étre la grandefluencée par les champs
externes, il s’agit donc de connaitre les domateprédominance de chaque mécanisme de
nucléation.
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d. Domaines de prédominance de chaque mécanisme

Mersmann dresse dans son article un tableau rétiit”, regroupant les différents
mécanismes de nucléation avec leur zone de dominat fonction de la sursaturation,
accompagneés de leur équation cinétique. Voici dagm@dimme (fig.12) des quatre domaines de
prédominance de chaque mécanisme de nucléatiomites| par les courbes A, B et C.

 on centration
A

»

Température

Figure 12 : Diagramme représentant les zones de nucléatiodgférentes

On distingue donc quatre zones :

» La zone sous la courbe A, ici on ne gardera quedesmentaires liés a la nucléation
et non ceux liés a la croissance. Les nucléi smuyits par I'attrition, c’est donc elle
qui contrdle le domaine, aveg:domme fréquence de nucléation prédominante. C’est
un domaine ou la nucléation est tres peu influepegéda sursaturation, la nucléation
est non active.

* Des que I'on passe au-dessus de la courbe A, laation devient active, la fréquence
de nucléation varie tres fortement en fonctionalsursaturation, c’est-a-dire qu'il se
forme un nombre important de nucléi pour faire $aigapidement la sursaturation.
Dans ce domaine, on a tres peu de nucléation lyétéeo méme en présence de
particules étrangeres. Il est donc naturel queueéation secondaire de surface,
accompagnée de la formation de clusters, soit idécig, s parait étre la fréquence de
nucléation dominante sur le domaine compris eeseburbes A et B.

 Entre les courbes B et C, les nucléi sont formés msléation hétérogéne et
nucléation de surface, celle-ci étant une nuclégpimvoquée par I'arrachement d’'un
groupe d’unités de surface, situé a la surfacerditat; et d’'une taille supérieure a
celle du rayon critique.
Plus la solution est pure, plus la nucléation déase sera dominante, par contre dans
une solution ou se trouvent des impuretés, darsaseou il n'y a pas de cristaux
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présents, la domination de la fréquence de nuoledigtérogene () dépend de
I'affinité du soluté avec le support, ie les imp@se

» Au-dessus de la courbe C, et méme proche de deltéest la nucléation homogéne,
Jhom qui domine.

e. Les différents paramétres ‘classiques’ influencaatnucléation

On ne fait varier, ici, gu'un seul parametre a dasf afin d’étudier précisément
I'influence de chaque parametre sur la nucléation.

* La sursaturation

En croissance cristalline, c’est le paramétre gle @lus d’'importance car c’est la
force motrice de la nucléation : (eq. 1-38)

Au=KTIng Eq 1-38

Avec k = 1,38.18° J.K?, la constante de Boltzmann et
T la température (K).

Au niveau de la thermodynamique, si on augméht&énergie d’activationAG’
diminue ainsi que le rayon critique r

En ce qui concerne la cinétique, on sait déja dalit dépasser la limite de zone
métastable pour nucléer, il faut donc que la suratibn établie dans le milieu soit supérieure
a la sursaturation critiqu@’. Pour avoir une idée bien précise de linfluence ld
sursaturation sur la nucléation, il faut se repatediagramme suivant (fig 13).

On ne s'intéressera ici qu’aux especes neutresnguse dissocient pas dans la
solution. Dans le cas d’électrolytes, on les supptotalement dissociés.

On rappelle que la sursaturation peut étre exprimémme un rapport de
concentrations, si celles-ci sont faibles, goit C/C;, il suffit donc d’agir sur la concentration
de la phase considérée dans la solution, C, odasgoncentration en équilibre dans la
solution, G, pour faire varief.

Pour faire augmenter C, ou encf¥el suffit de rajouter du soluté dans le miliew, o
de faire évaporer une partie du solvant.
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Figure 13: Exemple de courbe de solubilité directe

Par contre si C reste constante, il faut agir d’ange maniére s|3, en faisant varier
Cs, donc s'il s’agit d'une solubilité directe, on pewgmentef en diminuant la température,
ou en ajoutant un co-solvant dans lequel le s@sténoins soluble.
Pour diminuerf3, toujours dans le cas d'une solubilité directesiiffit d’augmenter la
température.

Pour une solubilité inverse, c’est le contrairepiduer T fait baisser la sursaturation.

» L’énergie interfaciale

Cette grandeur traduit l'affinité entre le solveett le soluté cristallisé, donc plus
I'énergie interfaciale est grande, plus la soltéililu cristal est faible, et donc la nucléation
difficile.

D’un point de vue thermodynamique, grace aux équoatdu rayon critique (eq. 1-19)
et de I'énergie d’activation critique (eq. 1-20)) sait que la variation de ces deux termes est
proportionnelle a I'énergie interfaciale. Donc uhiminution de I'énergie interfaciale entraine
une diminution de I'énergie d’activation critiqueda rayon critique, ce qui correspond a une
nucléation plus facile.

Sur le plan cinétique, on peut constater que l@eeinterfaciale intervient dans
plusieurs expressions de fréquences de nucléatipnl{30, I-34). Dans I'expression de la
fréquence de nucléation primaire homogéne (eq),l<80s’apercoit que I'énergie interfaciale
est présente a la fois dans le terme exponential guissance trois et dans le terme pré-
exponentiel, sous la racine carrée. On peut domsgoeque lorsqu’on diminue I'énergie
interfaciale, le terme pré-exponentiel diminue mamins que le terme exponentiel
n‘augmente, on augmenterait ici la fréquence désation.
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Pourtant, dans la réalité, ca n’'est pas le caytrds parametres sont a prendre en
compte, comme la cinétique.

Comme nous avons vu plus tot, Guggenheim proposeenpression de I'énergie
interfacialé” (eq. 1-28) :

S
y =akT(C3N,)%* In(%} Eq 1-28
I
Avec a, un coefficient d’ajustement compris en &, 0,6 selon les hypothéses, dans le cas de
Guggenheim il est de 0,414,
G, la concentration de solide dans la solution,
G, la concentration de soluté dans la solution, laablubilité,
Na, le nombre d’Avogadro,
Kk, la constante de Boltzmann et
T, la température.

Les différentes facons de faire vaner

L’énergie interfaciale dépend essentiellement dealgacité d’adsorption du solvant
sur le cristal. Il s'agit donc de trouver un moyede faire varier la quantité de solvant
adsorbée.

* Le solvant

La nature du solvant détermine sa capacité d’atlsorpsur le cristal, donc en
changeant de solvant, on agit sur I'énergie intéafa. Leci et al. montrent I'effet du solvant
dans leurs travaux sur le 1,4 di(tert-butyl)ben¥&hele solvant est trés bon lorsque la
sursaturation a laquelle la nucléation a lieu estsb, de plus comme nous I'avons vu avant,
plus la solubilité est élevée, plus la nucléatishfacile.

* Les additifs

Les additifs vont s’adsorber sur les cristaux, gmenmettre un meilleur contrdole de la
cinétique de nucléation.

On peut donc élargir ou rétrécir la zone métastadieajoutant des additds 33 34
L’adsorption de l'additif sur le cristal diminueéhergie interfaciale cristal-solution du
systéme. D'un point de vue thermodynamique, celmgted’augmenter la nucléation, mais
d’un point de vue cinétique, cela risque de géiadtathement des molécules sur le germe et
donc de ralentir la nucléation. L’effet obtenu déghelonc de la prédominance d’'un domaine
plutét que l'autre. En général, la thermodynamiqaetrdle la nucléation car la cinétique est
trés rapide, mais en ajoutant des additifs, omtilia cinétique, c’est donc elle qui prend le
pas sur la thermodynamique, elle contréle la nticéa

 LepH
Dans ses travalix, Mersmann met en évidence Iimportance du pH Idesla

nucléation, c’est a dire que le pH agit sur la bité du solide si celui-ci possede des
propriétés acido-basiques a I'état dissout.
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Moins connus, il existe aussi des travaux surlliefice du pH sur la zone métastable.
En effet, Ushasree et &° montrent I'influence du pH sur la largeur de lmeanétastable du
zinc tris(thiourea)sulfate : lorsque le pH diminieezone métastable a tendance a se rétrécir.
On vérifie, ici, que 'augmentation de la sursatiaraentraine aussi une diminution de la zone
métastable.

« L’agitation

L'influence de I'agitation a été étudiée par Baretal™"), ils ont ainsi constaté qu’a
partir d’'une certaine valeur, 'augmentation dglassance d’agitation induit une diminution
de la zone métastable. Klein et’dl se sont aussi intéressés a la cristallisationibeunagité,
mais plus d’'un point de vue industriel. L’agitatidans une cuve favorise les transferts de
chaleur et de matiére. Cette amélioration du texhsfe chaleur et utile dans le cas d’'une
cristallisation par refroidissement. Par contrérdesfert de matiére est nécessaire dans le cas
de la croissance des cristaux, mais aussi daraslée la nucléation. C’est cette amélioration
du transfert de matiere qui réduit sensiblemetrdrigeur de la zone métastable dans un milieu
agité. De plus le mobile d’agitation peut devenir support pour de la nucléation primaire
hétérogéne. L'agitation intervient aussi dans laléation secondaire, en effet elle permet
d’avoir une suspension homogene des cristaux dej@és, ce qui empéche le mottage, mais
aussi elle favorise la nucléation secondaire p@ul® des cristaux déja présents dans le
cristallisoir.

ii. Lathéorie de nucléation en deux étapes

Il nous reste ici & évoquer la théorie de nucl@atie KashchieV® qui contrairement &
la théorie classique qui postule que la nucléatolieu en une seule étape, propose une
nucléation en deux étapes ou la densification dekcules a d’abord lieu puis il y a un
arrangement ordonné des molécules, comme le miarfirire 14.

Densité
Nucléation
%0 o B
1o}
Point de départ 0000 Ordre
oaod

Figure 14: Présentation des principes des deux théories decléation, enrouge la théorie classique de
nucléation pour tout changement de phases (condertigm, cristallisation,...) en une unique étape et en
vert la théorie de Kashchiev en deux étapes.
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Pour que la nucléation de la phase cristallindiait, il faut d’abord que la phase
dense ait nucléé. C’est pour cela que I'équatiortidétique de la théorie en deux étapes
differe de celle de la théorie classique, car it fa inclure la cinétigue de formation de la
phase dense, plus la probabilité que cette phasseddonne lieu, ou non, a la nucléation
d’'une phase cristalline (eq.I-39).

N, (t) = No{l—exp{—j' jc(t')vodt}} eq 1-39

Avec N, le nombre de cristaux nucléés par ce mécanisneEnsps t
No le nombre de phases denses nucléées d’un volumseaod g (m”)
jc la fréquence de nucléation des cristaux au seirpbases denses {raY)

Nous verrons dans la seconde partie de manuscnitjpoi cette théorie nous semble
plus plausible, du fait de lefficacité des chamg@sternes pour améliorer/accélérer la
nucléation.

Dans cette partie, nous avons vu les différentéeribs existantes sur la nucléation,
ainsi que les parametres ’classiques’ qui pourtardtuencer la nucléation que ce soit d’'un
point de vue thermodynamique ou d’un point de \inétmue.
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[I. Matériels et méthodes

Ce chapitre présente les différentes moléculeségis dans le cadre de cette étude,
ainsi que le matériel nécessaire a la réalisatesnekpériences mais aussi a la caractérisation
des produits obtenus. Et enfin, les modes opéestoies expériences menées seront décrits.

1. Matériel

Le choix du matériel comprend non seulement I'efiderde I'appareillage nécessaire
a notre étude, que ce soit pour réaliser les expégs ou caractériser les produits obtenus,
mais aussi le choix des molécules en fonction deslearactéristiques. C’est pour cela que la
présentation du matériel comprend une descripties molécules puis une description de
I'appareillage.

a. Les molécules étudiées

Cette étude nécessitait tout d’abord des moléauledeles, faciles d’utilisation pour
mettre au point les montages expérimentaux, afinpoevoir ensuite les appliquer aux
molécules d’intérét pharmaceutigue. Nous verronsicddeux paragraphes présentant
successivement les molécules modeles et les mekphlarmaceutiques.

* Les molécules modeéles

Elles ont été choisies pour leurs propriétés, wssale la cristallisation, bien connues
et pour leur facilité de mise en ceuvre. En effeyysnavons choisi des molécules dont on
connait bien le diagramme de phases et qui, de g solubles dans 'eau, afin de faciliter
la mise en place des montages expérimentaux, drapesi préciser qu’elles sont facilement
disponibles, et leur colt est faible. De plus, léspnce de plusieurs polymorphes lors de la
cristallisation de certaines d'entre elles nous metr d'étudier aussi la sélectivité
polymorphique des montages.

Le BPTI

Depuis plus d’'une décennie, I'Inhibiteur Pancréatidovin de Trypsine (BPTI), est
une molécule dont la cristallisation est étudiée laoratoire. C’'est un principe actif
pharmaceutique, sous forme d’une solution injeetabdhprotinine, dont le nom commercial
Bayer (qui nous fournit gracieusement le BPTI) kstTrasylof. Il est utilisé comme
inhibiteur de plusieurs enzymes et en particuligr,servait a traiter les syndromes
hémorragiques et a prévenir les risques hémorragidans le cas des chirurgies complexes
comme la chirurgie cardiaque ou hépatique. Il $'ddine petite protéine de masseg, M
6511 Da composée d’'une seule chaine de 58 acidagsarepliée en forme de poire. Son site
actif se trouve sur le sommet de la boucle ce guehd particulierement facil d’'acces. De
plus, trois ponts di-sulfure rendent la molécukeststable seul un des trois est exposé au
solvant, ce qui le rend facilement et sélectivemédtictible.
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Figure 15: (a) et (b) Représentations de la molécule de BRTc) cristaux bipyramidaux, phase
héxagonale. (d) cristaux en forme de plaquettes, pee monoclinique.

Son comportement en cristallisation est trés istast car a pH = 4,5 et en présence
de 1,4 a 2,3M de NaCl, cette protéine a une sdai@hiiverse. En effet, en fonction du milieu
(sel, tampon, pH,...), le BPTI présente différentyyporphes, par exemple, en présence de
NaCl allant de 1,4 a 2,3M, la phase hexagonalelfig) a une solubilité inverse par rapport a
la température, alors qu'en présence de KSCN, taltln 250 a 350mM, la phase
monoclinique (fig.15d) a une solubilité directe ale température.

A pH acide, le BPTI est présent en solution sousnés de monomeres et de
décameéres, a ce pH l'unité de croissance des wxista BPTI est le décameére. Par contre
pour un pH basique, le monomére seul est présesbletion et I'unité de croissance des
cristaux de BPTI est le monomEFfe En ce qui nous concerne, notre pH de travailtétdh
avec une concentration en NaCl de 1,6M, nous sagoien solution monomere et décameére
sont présents, et que seul le décameére crist§fima la préparation du tampon, voir annexe
1). De plus, au pH auquel on travaille, le BPTI @sargé positivement puisque son point
isoélectrique (pH pour lequel la protéine est élgagement neutre) est de 10,5, ce qui est
cohérent avec la présence de 10 résidus basigysae et arginines) au sein de la séquence.
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Le Lysozyme

Le Lysozyme de blanc d’ceuf est une protéine guieamasse de 14,6 kDa. C’est une
protéine globulaire formée d’'une chaine polypeptidi de 129 acides aminés. Il s’agit de
I'antibiotique et antibactérien le plus puissanttuatement®*Y et il est présent
naturellement en forte concentration dans les lasrtee salive et le sérum des vertébrés,
cependant celui qu’'on trouve chez les vertébréfoasié d’'une chaine polypeptidique de 130
acides aminés.

Figure 16: Représentation de la molécule de Lysozyme de biad’ceuf et cristal.

Il est présent en solution sous forme de monomégsH = 4,5, le Lysozyme est
électriquement chargé positivement puisqu’il cartide 10 a 12 charges positives, son pl
étant de 11,2. C’est une protéine intéressantadiegtcar elle est petite et pas tres exigeante
sur les conditions de cristallisation.

La glycine

La glycine est une petite molécule organique, clegplus petit des acides aminés,
dont la formule est donnée en figure 17, qui ekstide et stable dans I'eau.

MHz

/

H—CH

COOH
Figure 17: Formule de la glycine.

Elle présente plusieurs polymorphes, B et V*? qui cristallisent sous différentes
conditions expérimentales. Le polymorpReest le plus stable, quelles que soient les
conditions pour des températures assez faiblgsedente la plus faible énergie libre et donc
la solubilité la plus basse, on l'obtient a pade solutions aqueuses de glycine dans
lesquelles on ajoute un acide ou une Bsea formep est, de toutes facons, la plus instable
quels que soient la température et le sol{fArit’est un vrai polymorphe, car son ordre de
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stabilité ne change pas avec le solvant), eller@stotropique par rapport aux deux autres
formes, le seul moyen de l'obtenir est en ajoutdmti’éthanol a une solution aqueuse de
glycine. La formen est énantiotropique par rapport a la forynelle devient plus stable pour
des températures élevées. A température ambiarttanisformation de la forneea la forme

y ne se fait pas spontanént&htil faut étre en présence d’humidité et surtoavailler & des
températures de I'ordre de 40°C. Récemment, i€adétouvert deux autres formes solides,
ete, cristallisées sous hautes pressfShs

Elle est donc une excellente molécule modele, piedg est soluble et stable dans
I'eau et présente plusieurs polymorphes. La glyaimeux pKa, dus a ses groupements acide
et basique de 2,4 et 9,7 de pH chacun. Son paiélgstrique est de 6,15.

Pour I'instant son utilisation se limite a un poinveucrant. La glycine est un acide
aminé non essentiel utilisé par I'organisme dansyl#hése de protéines. On la trouve dans
les aliments comme le poisson, la viande et leslypt® laitiers. Récemment des études
menées par des chercheurs espafffiont montré que des apports en glycine pouvaient
soulager les patients atteints d’arthrose. Uneepne Japonaise en partenariat avec un
laboratoire de recherche de I'école de médecind’Ulaversité de Jikei ont mené des
recherches sur les effets bénéfiques de la prisglyene dans le cadre de troubles du
sommeil.

* Les molécules Sanofi-Aventis

Les molécules Sanofi-Aventis, utilisées dans o#titiele, sont principalement solubles
dans des solvants organiques, ce qui pose desprebld’'un point de vue expérimental. En
effet, les solvants organiques étant plus volajie les solvants aqueux, des problémes
d’évaporation viennent s’ajouter aux difficultéspérmentales. De plus, pour certaines
expeériences, pour éviter I'évaporation nous utilssale I'huile de paraffine que I'on dépose
sur la surface de la solution, or dans le cas deasts organiques, I'huile de paraffine se
trouve étre plus dense, elle tombe donc en desolg solution. Enfin en ce qui concerne la
microfluidique, les solvants organiques ont plusnoains d’affinité avec I'huile silicone, ce
qui rend les gouttes ‘carrées’ au lieu d’étre bimmdes, ce qui change la nature du solvant au
sein de la goutte, ainsi que la concentration dutée@tant donné qu’une partie du solvant se
mélange avec I'huile.

Le SR 142 801

La molécule SR 142801 (fig.18) est utilisée dams dadre d'une activité
pharmacologique, comme produit pharmaceutique antifant qu’antagoniste des récepteurs
NK3 (récepteurs a la Neurokinine). L'utilisation dette molécule est prévue dans le
traitement de la schizophrénie. Ce principe acsif ke (R) (N)-[1-[3-[1-benzoyl-3-(3,4-
dichlorophenyl) piperidin-3-yl]  propyl]-4-phenylpgsidin-4-yl}-N-methylacetamide de
formule brute GsH4:CIoN3O, et de masse molaire 606,6 g/mol.
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Figure 18: Formule développée du SR 142 801.

Cette molécule cristallise sous deux formes soldissnctes (deux polymorphes). La
forme | est la forme utilisée dans la formulatiom miédicament, il s’agit d'une forme qui
cristallise en plaquettes, on parle de faciés tatmilAlors que la forme Il cristallise en forme
d’aiguilles, on parle de faciés aciculaire.

L’'Irbésartan

L'lrbésartan est un principe actif commercialisé lpasociété Sanofi-Aventis pour le
traitement de I'hypertension. Son activité antimgesive, résulte du blocage spécifique et
compétitif des récepteurs angiotenseurs Il AT1.

Sa formule brute est H.gNsO (fig.19) 2-butyl-3-[4-[2-(1H-tétrazol-5-
ylphényllbenzyl]-1,3-diazaspiro[4,4]non-1-en-4-oridle posséde une masse moléculaire de
428,54 g/mol.

4]?_1.:{3 4N=P{3
A — w2
RSN R 5\“”; H

Figure 19: Equilibre tautomérique de I'lrbésartan établi en solution.

La molécule d'Irbésartan possede divers groupenientdionnels et notamment un
cycle tétrazole avec un hydrogene monosubstituéquae donne lieu a un équilibre
tautomérique en solution. Chacun des deux taut@mezat étre isolé sous forme solide. I
s'agit dans ce cas de pseudo-polymorphisme, catel@s formes cristallines sont issues de
formes tautomériques différentes, on parle alordedgnotropie.
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Le sucre S

Le sucre S est un intermédiaire réactionnel dangrdauction d’'un principe actif
pharmaceutique. Il appartient a la famille des esiciSa formule brute est;d817N3O¢
(fig.20). Il présente un équilibre anomeérique elutson.

R

Rl AR

Z
R'
R"

Figure 20: Formule développée du sucre S, la position du gupement OH détermine 'anomeére.

L’anomere a, i.e. I'anomere dextrogyre, est le seul a cris&ll La position du
groupement OH dans I'anomémeengendre moins de géne stérique, il a donc naareht
plus de facilités a cristalliser.

b. Les méthodes de caractérisation

Toutes les molécules présentées ci-dessus doittent@ractérisées que se soit sous
leur forme dissoute ou sous leur forme cristallif®ur cela, nous allons voir dans ce
paragraphe, les différentes méthodes de caradiérispue nous avons utilisées.

» Ladiffraction des rayons X

La diffraction des rayons X est une technique dactérisation du solide qui est tout
aussi bien utilisée sur des poudres cristallinessur des monocristaux. L'utilisation sur des
poudres permet une identification de la substanseatline (fig.21) alors que l'utilisation sur
des monocristaux permet sa résolution structurgiteupe d’espace, position et conformation
de la molécule dans la maille.
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Figure 21: Diffractogramme de poudre de la glycine sous leorme a.

Dans la technique de poudre, les cristaux sontidéréss comme parfaitement
désorientés les uns par rapport aux autres, eaibtaila diffraction du faisceau incident
suivant tous les plans réticulaires. Les faiscediffractés sont alors recueillis soit sur des
films photographiques, soit a I'aide de comptelestéoniques linéaires ou courbes. Dans ce
dernier cas, un calculateur analyse directemertdagsées et fournit en quelques minutes soit
les angles de diffraction, soit les distances gpitaas réticulaires, grace a la loi de Bragg :

2dsind =nA Eqll-1

avec, d la distance interréticulaire (distanceeedrux plans cristallographiques)
0 I'angle de Bragg = moitié de I'angle de déviation
n I'ordre de diffraction qui est toujours un nomlergier
etA la longueur d’onde des rayons X.

De facon pratique, le diffractogramme, ou cliché peudre selon I'ancienne
terminologie, se présente comme un enregistreniinu ou, a partir d'une ligne de base,
émerge un certain nombre de pics. Ces pics sontatiaplus nombreux que la symétrie du
cristal est faible. Chacun de ces pics a, théonmund, une intensité caractéristique qui
correspond a un facteur de structure relié a Iaiteglectronique des plans cristallins, mais
I'orientation préférentielle que peuvent prendiedastaux a cause de leur facies, peut induire
des variations d'intensité tres importantes. Chaqoigase ou polymorphe a un
diffractogramme propre. Les pics de diffraction tsoaractéristiques du composé et de sa
phase cristalline.

Le diffractometre utilisé dans cette étude estygpe Debye Scherrer, comprenant un
générateur de rayons X & anode de cuiivrd 64 A), un monochromateur de quartz courbe,
un collimateur et un détecteur courbe Inel a idiosade gaz. On rappelle que dans cette
technique les cristaux sous forme de poudre fime istroduits dans un capillaire en verre de
Lindemann de 0,5 mm de diamétre. Toutes les réftexsont enregistrées simultanément et
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en continu durant 1800 secondes. Les diffractogresnsont ensuite traités par le logiciel
Winlnel.

» Le microscope électronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage (MEB) ais&rgbserver I'aspect extérieur
des cristaux ainsi que leur agglomération (fig.ZXns le cadre de ce travail, un microscope
électronique a balayage a effet de champs (JEODM3Rouvant grossir une image jusqu’a
650 000 fois a été utilisé. Ce microscope, dispendéu laboratoire, permet de travailler si
nécessaire a basse tension, 1 a 4 kV au lieu #& Iabituellement, afin d’éviter de charger
la surface des cristaux et de les dégrader, onna o possibilité d’observer des cristaux
isolants sans métallisation. Dans le cas de cKstarganiques, non conducteurs, la
métallisation de leur surface par une couche dibde carbone est nécessaire pour leur
observation. Cette couche est déposée par subdimdti métal puis dépbt de celui-ci sur
I'échantillon. Cette étape permet, lors de l'obetion, d’évacuer les charges électroniques
produites par le canon a électrons du microscope.

Figure 22: Photo de cristaux de SR 142 801 prise aux MEB.

c. Les montages expérimentaux
Ce paragraphe présente les différents montagesriegudaux utilisés dans cette
étude. Que ce soit pour déterminer des donnéesssaes a l'utilisation des molécules
(comme par exemple la solubilité) ou que ce soitrpgoavailler a proprement parler sur les
molécules.
» Détermination des diagrammes de phases des mosééuldiées

Le montage de mesure de la solubilité en milietégoar ajouts successifs pesés.

La solubilité d'une population de cristaux en nuiliggité est déterminée dans des
cellules a double enveloppe de 10 ml (fig.23). Dealules placées en série, sont régulées
par un bain thermostaté. L'agitation assurée pabameau aimanté permet de maintenir
I'nomogénéité du milieu. La premiere cellule sextcgllule témoin et permet de contrler la
température grace a une sonde de type PT 100rd’ast la cellule de travail. On rempli
d’abord les cellules avec une méme quantité deasbly puis on ajoute un poids connu de

Eve REVALOR These de l'université Paul Cézanne 53
Nucléation en présence de champs externes




cristaux dans la cellule de travail pour avoir wwution légerement en dessous de la
solubilité (si on a une idée de sa valeur). On leéguasuite a la température pour laquelle on
veut connaitre la solubilité, puis lorsque la ttéatles cristaux est dissoute, on ajoute une
petite quantité de cristaux supplémentaire, dont@mmait parfaitement le poids. On attend a
nouveau que cette quantité soit dissoute, et a@mB®ence a en ajouter, ainsi de suite jusqu’a
ce que la derniére quantité de cristaux ajoutéesenalissolve plus, on a alors atteint la

solubilité.
Pt100

- 7

==
Cellule de référence en température Cellul e de meswre de soubilité

Figure 23: Montage pour la mesure de solubilité en milieu gité.

La solubilité en milieu stagnant, par mise a I'dipué d’'une suspension de cristaux.

Pour les molécules qui ont un pic d’absorption emiére UV, on peut mesurer la
concentration de la solution en soluté. En effehnaissant le coefficient d’extinction de la
molécule de soluté, on peut obtenir la concentnatie la solution & partir de la valeur de
I'absorbance pour une longueur d’onde donnée, isautt la loi de Beer-Lambert :

A =¢,LC eq II-2

Avec, A, I'absorbance de la solution a la longueur d’okde
&\, le coefficient d’extinction de la molécule a tmfueur d’'onda,
l, la longueur de la cuve utilisée et
C, la concentration de la solution en soluté.

Pour mesurer la solubilité, on prépare des solstisursaturées en les dissolvant a
chaud, puis on les place dans une étuve thermestatésursature suffisamment les solutions
pour étre en dehors de la zone métastable, les@@wont donc nucléer a la température de
mesure. Au fur et a mesure que les cristaux nuel@ésscroitre, ils vont appauvrir la solution,
et lorsque la concentration de celle-ci cesserdimiénuer, elle aura atteint la solubilité. Dans
la pratique, on suit I'évolution de la concentratite la solution en prélevant le surnageant de
la solution et en le passant au spectroscope U\Mligggment. On peut aussi procéder par
ensemencement, en ajoutant des cristaux dans lutmsanétastable sursaturée. Dans le cas
de petits volumes (V<1mL), on est en milieu stagriaas de protéines), mais cette méthode
peut, bien sdr, étre adaptée aux milieux agitéiguil cependant arréter I'agitation et méme,
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éventuellement, centrifuger le prélevement avaredesser au spectroscope UV, afin d’étre
sOr de n’avoir aucun cristal dans le prélévement.

Afin d’avoir la certitude que la concentration mes dans le surnageant est
effectivement la valeur de la solubilité, normalamen effectue le méme genre de mesure
mais par dissolution de cristaux, c'est-a-dire qupmépare une solution sous-saturée dans
laquelle on place des cristaux, et on mesure laardration en surnageant, dans le cas 13, la
concentration augmente avec le temps jusqu’a dteeifequilibre. On peut aussi simplement
prendre un ou deux points de la courbe obtenueégfier la solubilité par la méthode
d’encadremef. En fait, on place des cristaux dans une soluiofiéquilibre, et on
augmente la température jusqu'a observer la dienludes cristaux, puis on abaisse la
température jusqu’a observation de la croissansestaux.

* Le montage multi-puits

Le montage multi-puits est constitué d'une platir@orisée en X et en Y montée sur
un microscope a optique inverse équipée d'une @aménérique pilotée par un ordinateur.
Deux blocs de 12, 24 ou 48 puits s'inserent dapsaline motorisée. L'ordinateur permet de
contrdler la température du montage, ainsi quedguience de prise des photos de chaque
puits. Ce montage permet donc de réaliser jusd'@xpériences simultanément dans les
mémes conditions (fig.24).
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Figure 24: (a) Montage multi-puits, (b) Platine motorisée B X et Y, (c) Cellules de 100uL, (d) Blocs de 48
cellules chacun, (e) cellules de 1mL, (f) celluleg 150uL.

On peut, au choix, se servir des blocs de 12 eslldé diametre 12mm, type Millipore
pour la chromatographie, fermées par un bouchogséyigui contiennent jusqu’'a 1mL
(fig.24e). Ou bien des blocs de 24 qui accueiltlsg vials de 8mm de diametre, fermés par
des bouchons sertis qui peuvent contenir jusqu@ulLyfig.24f) ; et enfin les blocs de 48
puits (fig. 24d) dans lesquels on insere des tubes) diametre de 6mm, contenant une
vingtaine de pL (fig.24c) que I'on rend étanched&posant de 'huile a la surface de la
solution pour éviter I'évaporation.

On insére ensuite les blocs dans la platine ma@eren X et Y (fig. 24b) qui est
régulée en température par un module Peltier. @elest contrdlé par un boitier électronique
relié a I'ordinateur sur lequel on entre les consgyde température (fig. 24a). L'ordinateur
contrble aussi la prise séquentielle d'images alyemode la caméra numérique qui est
adaptée sur le microscope a optique inversée. @hrggler la fréquence de la prise des
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images, le nombre d'images que I'on souhaite peemnsi que les cellules que I'on veut
prendre en photo, i.e. uniquement le premier hiagguement le second ou bien les deux.

Ce montage a beaucoup d’applications potentiedlssgue I'estimation de la limite de
zone métastable, I'estimation des solubilités owoen la mesure de la fréquence de
nucléation, comme dans notre cas.

« Le Microbatcl?

Le Microbatclf est un support en polypropyléne qui comporte 7&sp(fig.25)
pouvant accueillir jusqu’a 1pL de solution.

Figure 25: Photo d’un Microbatch®.

Le Microbatcl? est, tout d’abord, entiérement recouvert d’'undehdée paraffine, ce
qui évite que les solutions ne s’évaporent lordtpsesont placées dans les puits. On injecte
ensuite les solutions directement dans les puittiaaers de I'huile de paraffine.

C’est une échelle intermédiaire entre le volumerdldti-puits, ci-dessus, et le volume
de la microfluidique, ci-dessous. Cela nous a sawgsi bien dans la mesure de la fréquence
de nucléation que pour I'établissement de la lirdigezone métastable, mais principalement
NOUS NOUS en sommes servi pour les expérienceadiation lumineuse.

* Le montage microfluidique

La microfluidique est un systéme de circulationlideides dans des canaux d’'une
dimension de I'ordre du um. Dans notre cas, ilis’dinjecter deux phases non-miscibles a
I'intérieur d’'une puce en PolyDiMéthylSiloxane (P[@Yde facon a former des nanoréacteurs
de cristallisation grace aux gouttes créées. Larafigdique comporte un écoulement
laminaire et les pertes de charges sont treseijtdr rapport a la pression que peut supporter
la puce PDMS (calculs de nombre de Reynolds epddss de charges présentés en annexe
2). Ce systéme a été mis au point au Laboratoifeutur & Bordeaux par Philippe Laldl

Le montage microfluidique est constitué d'une pecePDMS qui est alimentée en
solutions grace a des pousse-seringues. CettegruBd®MS est régulée en température par
un module Peltier piloté par ordinateur (fig.26a).

On peut stocker jusqu'a environ 200 gouttes den?5€hacune dans la puce pour une
méme expérience dans les mémes conditions.
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Figure 26: Montage microfluidique : (a) vue d'ensemble avetordinateur qui contrdle la température et
permet I'acquisition séquentielle d'images, (b) Ipuce posée sur le module Peltier qui régule la
température, (c) vue rapprochée de la puce en PDMSir un support en verre, (d) puce en PDMS remplie
avec des gouttes d'encre.

o Fabrication d'une puce microfluidique en PDMS

Un mélange de 10g de PDMS (Sylgard 184 de Dow @gjrpour 1g de son agent
réticulant est préparé manuellement puis placé daescloche a vide pour supprimer les
bulles d'air qui se forment pendant le mélange.

On coule ensuite ce mélange dans un moule (fige27la, voir annexe 3 pour la
fabrication du moule) et on le place dans une éiug8°C pendant 45min. Pendant ce temps,
le méme mélange est déposé sur une plaque deoretre wafer silicium, on utilise ensuite
une tournette pour répartir ce mélange en couckiernre sur le support. Une fois le support
entierement recouvert uniformément de PDMS on plaipport a 60°C pendant 7min, de
facon a ce que le PDMS soit partiellement réticulé.

On démoule la puce au bout de 45min & 60°C (fig,2fctperce les entrées et la sortie
a l'aide d'un poincon a la bonne taille (fig.27alant de coller la puce au support (fig.27¢€).
On replace le systéme ainsi collé a 60°C pendamé¢ tane nuit.
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Figure 27: (a) Moule pour puce microfluidique, (b) remplissage du moule par le mélange PDMS-
réticulant encore liquide, (c) découpage de la puat démoulage, (d) perforation des entrées et sagtie la
puce en PDMS, (e) collage de la puce sur le suppdviafer silicium).

o Principe du montage microfluidique

On injecte de I'huile silicone par I'entrée A (#8) au moyen d'un pousse seringue.
Cette huile vient 'pincer' la phase aqueuse quingsttée par les entrées B et C toujours a
l'aide d'un pousse seringue. Ce qui forme des goute phase aqueuse dans une phase
continue d'huile silicone.

Si I'on souhaite éviter la coalescence des godieshase agueuse on peut intercaler
des gouttes d'huile fluorée, entre les goutteshdse aqueuse, par I'entrée D. L'huile fluorée
n'‘est miscible ni avec l'eau ni avec I'huile siiepcela permet de séparer chaque goutte de
phase aqueuse de ses voisines.
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Enfin, apres avoir circulé dans l'intégralité dunala les gouttes sont évacuées par la
sortie de la puce. On peut suspendre I'écoulemeumt gtocker des gouttes a l'intérieur de la
puce, en arrétant les pousse-seringues et en fefasortie, par un systeme de pincement du
tuyau.

Entrée C

Entrée A
Point de formation des gouttes
Entrée B
EntreeDd Sortie

Figure 28: Schéma d'utilisation de la puce microfluidique a8 PDMS

2. Méthodes

Ce paragraphe présente les modes opératoires gésesces menées au cours de
cette étude.

a. Détermination de la limite de zone métastable

Le but de cette méthode est de déterminer la limdezone métastable, afin de
connaitre les bonnes conditions de mesure de dadrice de nucléation dont nous verrons la
méthode dans la deuxiéme partie de ce paragrapthedes.

Pour cela on prépare des solutions de soluté pifiérahtes sursaturations et on
observe le temps qu’il faut pour que les cristappaaaissent. On se place dans un milieu
stagnant puisque ce sera le cas lorsque nous enensha mesurer la fréquence de nucléation,
car I'hnydrodynamique du milieu influence énormémienkargeur de la zone métastable, tout
comme le pH et d’autres paramétisOn utilise des solutions de 1mL pour éviter disgir
trop de produit et pour étre proche des conditidass lesquelles se passera la suite des
expériences.

On considere que I'on est plus dans la zone métastarsque les cristaux mettent
guelques heures pour étre observables.
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b. Détermination de la fréquence de nucléation dans nditions
normales

Il est essentiel, avant d'ajouter un paramétreléupgntaire, de connaitre précisément
les équations cinétique et thermodynamique de ¢éation, dans les conditions normales, de
la molécule étudiée. Dans notre cas, I'étude l&tjoe suffit dans un premier temps. Le
parameétre représentant le mieux la cinétique déation est la fréquence de nucléation. En
effet ce parameétre nous permet de savoir combiggedaes se sont créés par unité de temps
et unité de volume. Cela nous permettra par la sigtsavoir si les champs externes ont une
influence positive sur la nucléation, c'est-a-dgiele nombre de germes qui se créent
augmente en présence d’'un champ externe ; ou sigiseant localement, le champ externe
est capable de provoquer la nucléation dans la z@astable déterminée au préalable.

La littérature propose deux méthodes de mesureadeetjuence de nucléation. La
premiére, la plus classique car la plus simple #irsmen ceuvre, consiste a mesurer le temps
d’induction, qui est le temps que les cristaux srdttpour apparaitre. On prend ensuite
I'inverse de ce temps que I'on ramene a l'unitévdéume, pour obtenir la fréquence de
nucléation. Cette méthode est limitée par son fré&nenéme, c'est-a-dire que le temps
d’induction comprend a la fois le temps de nuctiatnais aussi le temps de croissance pour
que les cristaux atteignent une taille suffisante gpit observable. Donc cette méthode
implique une grande incertitude sur la mesure declguence de nucléation, car elle dépend
des outils d’observation utilisés mais aussi dadieit d'observation de la solution, en effet
les cristaux n’apparaissent pas forcément la cobserve.

Pour toutes ces raisons, nous avons choisi detilia méthode de mesure de la
fréquence de nucléation que I'on appelle méthoddada@ouble pulsion thermiqué®. Le
principe de la double pulsion thermique (DPT) estadmpter le nombre de cristaux qui
nucléent durant un temps déterminé a une tempérdameée.

Pour cela on prépare une solution de soluté aatlisgr, on démarre a une
température supérieure a la température de satulfpoint 0, fig.29a). Puis on abaisse la
température jusqu'a une température qu'on appai@drature de nucléation (point 1, fig.
29a), qui se situe autour de la limite de la zorastable. On laisse la solution a cette
température pendant un temps précis détermiingg.29b), puis on augmente la température,
jusqu'a une température qu'on appelle températueaissance (point 2, fig.29a) qui se situe
au sein de la zone métastable, proche de la cal@ls®lubilité. A cette température, il n'y a
plus de nucléation, mais par contre les cristauxoqunucléé a la température de nucléation
croissent. On maintient la solution a cette tempéeajusqu'a ce que les cristaux aient
suffisamment cru pour qu'on puisse les observer.
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Figure 29: Principe de la méthode de double pulsion thermige : (a) concentration en fonction de la
température, (b) température en fonction du temps.

Cette méthode présente I'avantage de séparer léation de la croissance, cela nous
permet d’avoir une mesure fiable de la frequenceauwtdéation qui ne dépend pas des outils
de mesure ou d’observation utilisés. Par conteesglis-estime le nombre de cristaux nucléés
a la température \T En effet, Dixit® montre dans un papier récent qu'une partie des
cristaux nucléés anTse dissolvent lorsqu’on augmente la températusguiad Tc. Plus
précisément, lorsque que I'on se trouve,d & rayon critique,\, qui détermine le passage
d'un amas de molécules & I'état de cristal, egrriafir & ¢ le rayon critique & la température
de croissance d Donc lorsqu’on passe dey B Tc il est possible que des germes critiques
apparus a \ se dissolvent en passant @ €ar ils n'ont pas suffisamment cru pour que leur
rayon soit supérieur & r(puisque { < rc , tous les germes n'ayant pas eu le temps de €roitr
deAr = rc'- ry vont disparaitre). Cependant ce nombre peut &timé en fonction de la
molécule utilisée, et surtout de sa solubilité. gamticulier, si la molécule a une solubilité
inverse avec la température, comme par exemplePl€l,Bcette différence de nombre de
germes critiques devient négligeable. Nous verdarss la partie ‘lll. Résultats’ I'ordre de
grandeur de ce nombre de germes qui se dissolvent.

Pour déterminer la fréquence de nucléation, nownswutilisé les montages multi-
puits, microfluidique, mais aussi plus simplemess dMicrobatcfi, afin de comparer les
résultats pour différents volumes utilisés (de 258r20p.L).
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[1l. Reésultats et discussion

Dans ce chapitre, nous aborderons les problémeas dida nucléation primaire
hétérogéne, souvent génante dans les mesures itke denzone métastable, ou de fréquence
de nucléation. Mais avant de pouvoir détermindaigeur de la zone métastable ou encore la
fréquence de nucléation, il faut tout d’abord cdtreda solubilité de la molécule étudiée dans
le solvant choisi, a savoir ici 'eau. Notre étuetant centrée sur une plage de température
allant de 15 a 30°C, nous avons eétudié la solébdiégs molécules dans cet intervalle de
température. Nous verrons aussi que vérifier desmiées que I'on posséde déja peut révéler
d’autres problemes que I'on ne soupgonnait pas.

1. Solubilités
a. Les molécules modéles

» Les protéines

Comme nous avons pu le voir dans la partie ‘Il. dfiat et méthodes’, nous avons
utilisé différentes techniques de déterminatioriadsolubilité. Dans le cas des protéines, le
BPTI et le Lysozyme, les molécules étant détectalsle spectrométre UV, nous avons
simplement mesuré la concentration du surnageant dme solution cristallisée, par
spectroscopie. Les résultats sont présentés fRfupour le BPTI et le Lysozyme dans NaCl a
pH = 4,5.
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Figure 30: Courbes de solubilité mesurées pour (a) le BPTpH = 4,5, 1,6M de NaCl) et (b) le Lysozyme
(pH = 4,5) les différentes courbes correspondent auifférentes concentrations en NaCl. (c) Suivi d&a
solubilité au cours du temps pour une solution de BTl a pH = 4,5, NaCl a 1,6M et T = 30°C.
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« Laglycine

Pour la glycine, nous avons trouvé des valeurs deibgité des différents
polymorphes dans I'eau, dans la littéraliré® (fig.31), et nous avons vérifié les valeurs pour
les températures auxqguelles on a travaillé. Cesuvslsont représentées par des points rouges
recouvrant partiellement les triangles sur la feg8L.
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Figure 31: Courbe de solubilité des polymorphes ety de la glycine dans I'eau, issue de la littératuf&/,
les points rouges, par-dessus les triangles, repefgent les valeurs que nous avons trouvées
expérimentalement.

En utilisant de la former au départ, la forme recristallisée obtenue étstsiade la
forme a, ce qui correspond a ce qu’on trouve la littémtdr savoir lorsqu’on dissout de la
formea on recristallise préférentiellement la form@?.

b. Les molécules Sanofi-Aventis

e LesucreS

En ce qui concerne le sucre S, nous avons utiiséethnique des ajouts pesés
successifs, a I'aide du montage présenté dansdgitoh précédent. Cependant nous avons

obtenu des courbes qui ne suivaient pas la loial@t\Hoff (fig.32). Dans un premier temps,
nous n’‘avions que les points expérimentaux rouggsdn voit bien gu’ils ne suivent pas
vraiment une loi exponentielle (tracée sur la feg82). En effet, les points sont assez
dispersés autour de la courbe. Nous avons pens&ld@amgement de phases, mais il n'y a pas
de rupture franche de la droite (= f(1/T). Nous avons donc refait les mesurescdae
méme technique, et nous avons trouvé les pointérempntaux bleuss). Puis nous avons
pensé que cela était dd a I'équilibre anomérique ppésente le sucre S en solution, donc
nous avons décidé de passer le surnageant demsslatistallisées sur une colonne HPLC,
pour déterminer la concentration a I'équilibre, snaiussi pour connaitre la proportion
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d’anomérea et3 en solution, afin de tracer la courbe de solubitih fonction de la fraction
massique en anomemepuisque uniqguement celui-ci cristallise.

Concentation (mg/L)
1,8 10° 1 ‘ ‘ ‘ ‘ 1

1610° Y
1,210°
110° b

410* -

5 10° ; ; ; ; ; ;
0 10 20 30 40 50 60 70
Température

Figure 32: Courbe de solubilité concentration-température d sucre S, les points bleus et rouges
représentent deux séries de mesures effectuées paux personnes différentes.

Nous avons découvert grace a ces expériences gaecte S n'est pas stable dans
'eau, en effet comme le montrent les chromatograsifiig.33), les pics caractérisant les
deux anomeres se déplacent légérement, mais sunoubit apparaitre d’autres pics avant
ces signaux, correspondants a la dégradationmelicule.
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Figure 33: Chromatogramme du sucre S en solution dans I'eafa) immédiatement apres solution, (b)
apres une heure.

Cette dégradation de la molécule de sucre S loefiguse trouve en solution dans
'eau nous empéche de poursuivre les expérienae®ffet, nous cherchions une molécule
pharmaceutique qui soit soluble dans I'eau afirpdevoir tester nos procédés sans avoir a
gérer le probleme de I'évaporation du solvant oiggae Or la molécule se dégradant au cours
du temps dans l'eau, il nous est impossible de mangen des expériences de plusieurs
heures et d’étudier les résultats obtenus.

Nous n'avons pas d’information concernant cetteraldation car le procédé de
fabrication du sucre S ne se fait pas dans I'ean¢ détude de cette dégradation n’était pas
une priorité pour Sanofi-Aventis.
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« L’Irbésartan et le SR 142 801

En ce qui concerne les autres molécules Sanofi-#sjemus avions déja les courbes
de solubilité de I'lrbésartan dans l'isopropanay.34a) et du SR 142 801 dans un mélange
(60/40), d’éthanol/eau (fig.34b), qui ont été déterminéesaurs des théses de E. Gdrdiat
L. Lafferreré®.

fraction Concentration
miglgire (%) (a) Soluté (% massique) (b)
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Figure 34: Courbes de solubilité de I'lrbésartan dans I'ispropanol® (a) et du SR 142 801 dans un
mélange (60/40)d’éthanol/ead® (b).

2. La limite de zone métastable

Nous avons déterminé la limite de la zone métastabiquement pour la glycine,
nous connaissions déja celles des autres molédutess rappelons qu'il s’agit ici de la zone
métastable en milieu stagnant.

Le principe est simple, il suffit d’'observer le tesnque met une solution sursaturée
pour nucléer. Si le temps est inférieur a queldweges, on considerera que la concentration
de la solution est supérieure a la limite de zoé¢astable, on diminue la concentration et on
recommence jusqu’a ce que la solution sursaturéeunk®e pas avant plusieurs jours voire
méme des semaines. Dans le cas de la glycine, dsgltats obtenus ne sont pas
reproductibles. En effet, sur six essais a la méunsaturation et dans les mémes conditions,
seulement trois d’entre eux ont nucléé dans leseBesuivantes alors que les trois autres
n'avaient toujours pas nucléé au bout de six nidesplus a l'occasion de ces expériences,
nous nous sommes rendus compte que la glycine awaitaffinité particuliere pour le
polypropyléne qui compose les tubes Epperfjainsi que les embouts de pipettes. Comme
la limite de zone métastable nous intéresse unigoenpour la nucléation primaire
homogéne, nous avons donc choisi des cristalligpingerre ou en quartz. Mais méme lorsque
I'on a enfin résolu les problemes liés a la nuatéahétérogéne, il s’est avére tres difficile de
trouver la limite de la zone métastable de la glgcEn effet, nous sommes allés jusqu’a des
concentrations de 350mg/mL et nous n’avions aucwuodéation, nous ne sommes pas allés
au-dela de ces concentrations.
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Il est donc tres difficile de mesurer la largeurl@deone métastable, et en particulier
pour certaines molécules comme la glycine qui peuggoir des affinités particulieéres avec
les parois du cristallisoir, il faut étre atterétifa nucléation primaire hétérogene.

3. Mesure de la fréguence de nucléation

a. Le BPTI

Rappelons ici que nous mesurons la fréquence deéatiom des molécules dans les
conditions dites classiques, i.e. sans champ extgonr comparer cette valeur expérimentale
avec la valeur théorigque issue de I'équation I-23acinétique de nucléation de la théorie
classique de nucléation. Cela nous permettra dérasdar la théorie classique (CNT) a
I'expérience. Ainsi, en fonction des disparités lgatves-quantitatives, on aura une idée de
la validité de ce modéle. Cela nous permettra alessomparer les valeurs de la fréquence de
nucléation d'une méme molécule en présence et senab d’'un champ externe pour
déterminer l'influence du champ sur celle-ci, a@aypositive ou négative, mais aussi de
guelle maniére la fréquence de nucléation varie diveensité du champ.

Dans un premier temps, nous avons utilisé le mentaglti-puits pour mesurer les
fréquences de nucléation du BPTI, mais nous avapisiement vu que les résultats obtenus
sur une méme série de 96 essais ne donnaient pessuléats cohérents les uns avec les
autres, la distribution du nombre de cristaux phetétait trop large (fig.35).

Fréquence
normalisée

0,15

01 |

0,05 [

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Nombre de cristaux

Figure 35: Distribution du nombre de cristaux par tube pour une solution de BPTI a 20mg/mL dans un
tampon acétate a 80mM, [NaCl] = 1,6M, pH=4,5, = 30°C, Tc = 20°C etAt = 3h.

Apres avoir mis au point une technique de décafag# annexe 4) des tubes
accueillant les solutions de BPTI, afin d’élimingme potentielle nucléation hétérogene due
aux poussieres, impuretés...etc, les résultats eestainutilisables pour une analyse
statistigue. Nous avons observé que le BPTI avaiest propriétés tensioactives qui le
faisaient nucléer a l'interface entre la solutiaueuse et I'huile de paraffine utilisée pour
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éviter I'évaporation pendant la durée de I'exp&ernCe qui explique pourquoi le décapage
des tubes avant chaque expérience ne suffisaitnpasplus a éliminer la nucléation
hétérogeéne. Celle-ci étant trop présente pour gowéerminer la fréquence de nucléation
primaire homogeéne, il nous fallait trouver un autmentage pour limiter au maximum les
impuretés dans le systéeme, sites de nucléationapemhétérogéne. D’autant plus que
supprimer 'huile de paraffine n’était pas possibtm plus, car le volume mort dans les tubes

était trop grand ce qui permettait une évaporatiggortante méme si le tube restait ferme.

Nous avons donc utilisé une puce microfluidiqué*&MS.

La microfluidique nous a aussi permis d’identifiercaractére tensioactif du BPTI, en
effet, les gouttes de BPTI devenaient carrées dartemps (fig.36), ce qui prouvait un
échange ou une affinité entre la phase aqueus@uwgtelsilicone. Aprés des expériences
complémentaires de simple mélange de solution dd Bfrec de I'huile silicone, nous avons
pu confirmer le caractére tensioactif du BPTI. Nawsns essayé avec une huile d’'un autre
type, une huile fluorée, dans ce cas, I'huile nfaypas d’affinité avec le PDMS, elle ne
mouillait pas suffisamment les parois pour empédheontact des gouttes avec celles-ci, ce
gqui amenait aussi une nucléation hétérogéene maisopgact avec les parois.

Figure 36: Goutte d'une solution de BPTI au sein d’'une pucenicrofluidique, on voit bien que l'interface
entre la solution aqueuse de BPTI et I'huile silicoe forme a présent un ménisque plat. Le canal a une
largeur de 500um.

Le BPTI était une molécule trés intéressante pauethnique de la double pulsion
thermique, puisqu’il présente une solubilité ingedans un tampon acétate a 80mM avec
NaCl comme agent précipitant. Ce qui nous permettavoir une température de nucléation
plus haute que la température de croissance. Capeteb problemes qu’il engendre sont
plus importants que ses avantages, ce qui est dgejmmais nous nous sommes donc
intéressés au Lysozyme, a la place.
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b. Le Lysozyme

Afin de mettre au point cette technique de meserladréquence de nucléation par la
méthode de la double pulsion thermique en micrditwie, il nous fallait une molécule que
I'on connaisse bien, nous avons donc choisi le tysw. En effet, cette protéine est facile a
manipuler, elle est soluble dans l'eau, elle eés tétudiée au laboratoire pour d'autres
expériences, donc nous connaissons bien son diagrate phases et de plus elle n'est pas
trop chére. Nous avons obtenu des cristaux audeegouttes (fig.37) sans modification de la
forme de celles-ci méme apres 24h de croissan&@. 2.es expériences ne durent jamais
plus de 24h car au-dela, I'évaporation de l'eautravers du PDMS ne peut plus étre
considérée comme négligeable.

Figure 37: Photos de cristaux de Lysozyme dans le canal midluidique. 20mg/mL dans un tampon
acétate a 80mM a pH = 4,5 et 0,7M de NaClyT= 20°C, Tc = 25°C,At = 2h. Les deux derniéres photos ont
été prises avec un polariseur analyseur. La largeustes canaux représente 500um.

Sur ces photos on voit bien la différence entrdolane des gouttes de Lysozyme
(fig.37) et celle des gouttes de BPTI (fig.36), sitmmeéme huile, on met bien ici en évidence
le caractére tensioactif du BPTI.

Apres une expérience, on compte le nombre de grspaésents par goutte, pour
pouvoir établir la distribution statistique du nombde cristaux présents par goutte en
fonction de la fréquence a laquelle on rencontrenambre de cristaux dans une goutte

(fig.38).
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Figure 38: Distribution du nombre de cristaux de Lysozyme pr goutte en fonction de la fréquence
normalisée. Solution de Lysozyme a 20mg/mL dans dampon acétate a 80mM, pH = 4,5 et 0,7M de
NaCl. Ty = 20°C, T¢ = 25°C,At = 2h.

La fréquence normalisée est le rapport entre lebmerde gouttes contenant i cristaux
et le nombre total de gouttes :

Fréquence normalisée = (nb de gouttes contenaistagx)/(nb total de gouttegy I1-1

On calcule ensuite simplement la moyenne algébrifenombre de cristaux par
goutte. Et on applique la loi de Poisson (eq. )llpdur avoir les barres d’erreur sur cette
moyenne (tableaul).

m

P(m) = %exp(—N) Eq llI-2
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Tableau 1: Calcul des valeurs moyennes du nombre de cristaypar goutte pour différents At ainsi que les
barres d’erreur & I'aide de la loi de Poisson poutne sursaturation def = 6,45

At (h) | N valeur moyenne du nombre de cristaux par goulttegcarts a I?o/loo; de Poisson
1 0,41799 3,18
2 0,42105 0,01
3 0,87913 0,09
4 0,82162 0,07
5 1,1016 1,46
6 1,8617 0,38
8 2,7810 0,26

On peut ensuite tracer le nombre moyen de crispagoutte en fonction du temps
At, temps pendant lequel la nucléation a eu lieutarhpérature de nucléatior {Ifig.39).

N

Nombre de cristaux
3 \ I I T

2,5

15

0,5

0 2 4At(h)6 8 10

Figure 39: Nombre moyen de cristaux par goutte en fonctiodu temps de nucléationAt

La pente de la droite représente la fréquence deation pour 250nL de solution, et
'ordonnée a l'origine représente I'impact de lackéation hétérogéne. Ici 'ordonnée a
I'origine étant nulle, il n’y a donc, apparemmepds de nucléation hétérogéne. Sur les photos
(fig.37), on voit bien que trés peu de cristaux muntléé a l'interface eau/huile, et de plus ici,
les solutions sont filtrées et contiennent dons préu de poussiéres, impuretés etjoutons
a cela que, le volume étant de I'ordre de la ceetdie nanolitres, la probabilité d’avoir une
poussiere au sein d’une goutte n'est pas égaletddr conséquent, sur I'ensemble de gouttes
utilisées pour une expérience, seules quelques ecor@Ennent une poussiére ou impureté,
qui est un site de nucléation hétérogene.
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Dans notre cas, la pente de la droite est de @ABZHONL, si on ramene cette valeur
aux unités Sl, cela nous donne une fréquence déatiom de J = 3,22.20n™>s™, pour une
sursaturation dg = 6,45.

Nous avons effectué une série d’expériences, dass abnditions exactement
identiques (tampon, pH, concentration en sel ep&atures) mais pour une concentration de
17,5 mg/mL B = 5,65), et nous n'avons constaté aucune nucléatio

Cela nous permet de construire la courbe représeladréquence de nucléation en
fonction de la sursaturation (fig.40) correspondanschéma de la figure 9 de la partie ‘I. Les
notions reliées a la cristallisation’.

J {(10°m s’}
3.5 T T T T T I

88 L

T
T
i

0.5 :
- v a A, i .{’.
u i i po— r—— ra— — | —— 1
0 1 2 3 1 5 B [4
Sursaturation

Figure 40: Représentation de la fréquence de nucléation danction de la sursaturation pour les
expériences menées sur le Lysozyme a pH = 4,5, 0,@#NaCl, Ty = 20°C et T = 25°C.

Les mesures étant longues a effectuer, nous awaniensent deux points, la priorité
ayant ensuite été donnée aux expériences en peederahamp externe.

Nous travaillons dans des conditions telles, quasre/ons un peu plus d’'un cristal
par seconde pour des volumes de 1uL, soit 3,22riftaux par seconde pour des volumes de
1m®, I'intérét de diminuer le volume est donc de pduvoesurer la fréquence de nucléation
et méme d'atteindre des sursaturations plus élegéespour un gros volume. Cela nous
permet de mesurer des fréquences de nucléatiomgrodans la zone de la courbe (fig.9) ou
elle augmente rapidement avec la sursaturatiomtdrvalle de mesure est donc plus étendu
pour les petits volumes que pour les gros, ce gunpt plus de précision sur le tracé de cette
courbe.

En ce qui concerne ces expériences, Btkia récemment remis en cause cette
méthode de détermination de la fréquence de nimtedEn effet, le rayon critique a partir
duquel le germe est considéré comme un cristgllestfaible a la température de nucléation
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gu’'a la température de croissance. Il est doncilplesgue certains germes aient atteint la
taille critique (k') & la température de nucléationy(Tnais se retrouvent avec une taille
inférieure a la taille critique &) lorsqu’on augmente la température jusqu’a la t&naipre de
croissance (d) (eq.lll-4). Et donc il est possible qu’on disselguelques germes nucléésya T
lorsqu’on passe acT

. 2Qy
= Eq 111-3
kTIng
rN* :Lyc < rc* :L}/C Eq lll-4
KTy In— KTo In—;
N C:C

Avec 1 le rayon critique & la température T
G’ la solubilité & la température T
Pour une concentration en solution de LysozymeQiegZmL,Q = 29,7nni et uny =
1mJ.n? B pour Ty = 20°C, G = 3,1mg/mL, on ay = 7,8721nm, pourJ= 25°C, G =
4,68mg/mL, alorsg = 9,9351nm.
Ce qui fait 69 molécules de Lysozyme dans le gecnit@ue a la température de
nucléation et 138 molécules dans le germe critglaetempérature de croissance.

Considérons maintenant la vitesse de croissanageedace d’un cristal de Lysozyme
(fig.41).

T L - a
0.02 } :
- |
20015 } -
- §
=
0.01 } ° :
- "
E 0
o o
& 0.005 &
e°g 8 pH 4.0, 5% NaCl, 22°C
0 L—J—J‘— -

0

20

20

40
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60

PROTEIN CONC. [mg/mi]

Figure 41: Vitesse de croissance de la face [110] en forctide la concentration, pour un pH = 4,0 et
0,85M de NaCl & une température de 22°C d’aprés Nadajah et al*® Schéma d'indexation des faces
d’'un cristal de Lysozyme.

Il s’agit ici de la vitesse de croissance de leef@tl0], mais on voit sur le schéma
représentant les faces d'un cristal de Lysozyme Kpee peut assimiler la vitesse de
croissance de cette face a la vitesse de croisshscautres faces. Sachant de plus, que nous
ne cherchons ici gu'un ordre de grandeur du tenofisfgut pour que le cristal de Lysozyme
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croisse de 7,87nm a 9,93nm, on peut considéretaquitesse de croissance de la face [110]
est comparable a la vitesse de croissance du khyaeristal de Lysozyme.

On voit sur le graphique (fig.41) que pour une @mation de 20mg/mL on a une
vitesse de croissance de 0,002um/s, soit 2nmiautiidonc une seconde pour que le cristal
nucléé a 20°C atteigne la taille du germe critiqada température 25°C. Or pour augmenter
la température de 20°C a 25°C, il faut plus d’'ueeoside, on peut donc en conclure que tous
les cristaux nucléés a la température de nucléaligrs 20°C, ont cru jusqu’a pouvoir étre
observés a la température de croissange;, 25°C.

c. Confrontation théorie/expérimentation

On peut a présent comparer la valeur de la fréquetec nucléation donnée par
I'équation (eq.I-30) de la théorie classique de |émtton par Mersmann et la valeur
expérimentale trouvée avec la technique de la @opolsion thermique (tableau?).

Pour le Lysozyme, la littératdré *° ®'nous donne comme valeurs i>= 10*° m?s,
y=10%J/nt, CG° = 10**m™.

La premiére colonne du tableau 2 présente les ratmiculées avec I'équation de la
théorie classique de nucléation. La valeur de éguence de nucléation obtenue étant tres
éloignée de la valeur trouvée expérimentalements mwons voulu voir I'influence de chacun
des parametres de cette équation. Pour cela nars guris la valeur expérimentale de la
fréquence de nucléation et nous avons calculé debiem aurait du étre le facteur pré-
exponentiel dans le cas ou la valeur calculé&@eserait correcte, et la valeur de I'énergie
d’activation de germination qu’il faudrait danscles ou la valeur dedg&erait correcte.

Tableau 2: Etude de l'influence de différents termes de I'guation de la théorie classique de nucléation
sur la fréquence de nucléation.

Valeurs J mesurée J mesurée
calculées expérimentalement,expérimentalement,
Ko calculée AG ? | AG calculée, K?
AG 4,13.10" 1,16.10% 4,13.10%°
Ko 10" 10" 6,99.14°
J 4,6010 3,22.10 3,22.10

Cet écart entre les expériences et la théorie @ €éj observé et commenté dans la
littératurd®Y,

On voit qu'une faible erreur skG™ change complétement J. Le facteuy $mble
bien approché par Mersmann (modéle semi-empiriquepeut raisonnablement penser qu'il
n'y a pas plus que quelques ordres de grandeundie

DoncAG’ est trés mal appréhendé par la théorie classiguridiéation, ce qui parait
logique du fait des hypothéses simplificatrices fprictionnent trées bien avec les petites
molécules, mais deviennent génantes pour les mekplus grosses, qui ont donc un rayon
de germe critique beaucoup plus important.
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|. Application d’un champ externe : étude bibliographgue

Nous avons vu dans la premiére partie de ce mahwgee la nucléation est un
phénomene trés complexe qui ne se produit pas sbu&eou on Il'attend. Etant donné
'importance de cette étape dans l'industrie phaeuatique, il est important de trouver un
moyen de la contrdler aussi bien dans le tempsdaums I'espace. Afin d’éventuellement
mettre au point de nouveaux procédés de cristidiisaDe plus, en provoquant la nucléation
dans une zone de sursaturation ou elle n’a pasniurellement, on peut éventuellement
trouver de nouvelles phases, ce qui est encore jphtsressant pour lindustrie
pharmaceutique. En effet, lorsqu’un principe aest breveté et mis sur le marché, il est
important de connaitre ses polymorphes et leursattes de prédominance. Les différents
polymorphes d’un principe actif n‘ayant pas les ménpropriétés physico-chimiques, on
comprend aisément I'importance de connaitre |efgréifits polymorphes d’un principe actif
pour prévenir les éventuelles apparitions de ndewglhases inconnues. Il nous faut donc un
procédé trés robuste sur lequel on puisse s’appuyer contrdler les phases que I'on veut
obtenir. La mise au point d'une méthodologie petraigtune aide a la recherche des
conditions de cristallisation, des polymorphes,sraissi un contréle des propriétés d'usage
via le controle de la taille et de la phase cliist.

D’un point de vue plus fondamental, dans cette wen& partie de manuscrit, nous
chercherons a avoir un contrdle a la fois spatigemporel de la nucléation. En effet, nous
avons les outils pour observer la nucléation (nsicope,...), mais ne sachant pas quand ni ou
regarder au sein de la solution, il est quasimemgossible d’observer la nucléation d’'un
germe cristallin, sauf si I'on a beaucoup de chapgpérimentalement cela a été reporté une
seule fois dans la littératdt®. Pour cela nous appliquons un champ externe Sofugion
métastable qui, dans les conditions dites classidge sans champ externe, ne nuclée pas.
Notre idée étant de déclencher la nucléation saitljapport d’énergie au systeme pour
l'aider & franchir la barriére énergétigh® menant a la nucléation, soit par la création d’une
sursaturation localement plus élevée que dansste de la solution, soit enfin peut étre par
orientation des molécules dans la solution, failitainsi I'arrangement ordonné. Les deux
premiéres hypothéses étant reliée a la théorisiglas de nucléation, par contre la derniere
s’appuie sur la théorie de la nucléation en deapes. En effet I'hnypothese de la densification
locale amplifierait la premiere phase de la nuaé@atl'alignement des molécules dans la
solution agirait sur la deuxieme étape de la ntidga

Nous verrons tout d’abord les études présentes lddittérature, qui ont été menées
sur l'application d’'un champ électrique, qu'’il s@kterne ou interne a la solution. Ensuite
viendra une étude de l'influence que peut avoichamp magnétique sur la nucléation. Le
troisieme champ externe que nous avons étudié’igstdiation d’'une solution par des
ultrasons. Enfin, nous verrons qu’une irradiatiomineuse peut avoir deux effets différents
sur la nucléation en fonction de la longueur d’oddda lampe utilisée et de son énergie.

Notons ici que nous parlons de champs externes nd@ame le cas d’'une application
interne du champ a la solution, car le champ agihroe un travail externe sur I'équation
thermodynamique de la nucléation (voir la parti€otique 1c ‘et la théorie ?’ selon
Kashchie¥f?).
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1. Nucléation au sein d’'un champ électrique

Il'y a plusieurs facons d’appliquer un champ élgat a une solution. En effet, on
peut simplement placer la cellule au sein d’'un ghaiectrique, sans contact direct avec le
courant, dans ce cas, il s'agit d’'un champ élegtrigxterne. Ou bien, on peut appliquer un
courant directement a la solution, en plongeant,epample, deux électrodes au sein de la
solution. Il faut aussi s’intéresser a la naturecdurant, le courant continu n’a pas la méme
influence sur la nucléation que le courant alteéfnat en particulier le courant alternatif fait
intervenir un parameétre supplémentaire, a savdréguence du courant. Ici, on ne s’intéresse
pas a I'électrolyse.

a. Application d’'un champ externe

Pour le champ externe, il s’'agit de tensions comintrés élevées, de plusieurs
milliers de volts, au sein desquelles on place egikile contenant la solution a cristalliser,
avec bien souvent une couche d’air entre les éeées fournissant I'électricité et la cellule
contenant la solution a cristalliser.

Taleb et al® se sont intéressés a la cristallisation de pregéirtelles que le
Lysozyme, sous l'application d’'un champ électrigxéerne de 5000V (fig.42). Il se forme un
gradient de concentration en protéine, qui va deataode a I'anode. L'influence du champ
électrique réduit le nombre de cristaux, et parségunent leur taille augmente. Le champ
électrique aurait donc un effet en taille et en hmmsur les cristaux, probablement
indirectement via un gradient de concentration iingdar le champ, il se pourrait qu'’il y ait
aussi un effet sur la qualité cristalline.

R R TR R R

“— V=5000vels

2.5 em T

Droplet (8 1)

=——Teservoir (500 J)

Figure 42: Schéma de I'expérience menée par Taleb etf.

Dans une deuxiéme publication, Taleb ét%kse sont intéressés a la cristallisation du
Lysozyme, au sein d’'un champ électrique externet &n observant les variations de
concentration en protéine dues au champ et lesiques de cristallisation. Il semble que le
champ électrique fasse diminuer le temps d’'inducti®e plus, il a été observé que les effets
du champ électrique étaient plus importants lorsigueH de la solution se trouvait trés
éloigné du point isoélectrique de la protéine.

Nanev et al’®, se sont intéressés au fait que la nucléation gsozyme ait
préférentiellement lieu a la cathode. D’apres ldtagaux, en solution la protéine s’entoure
d’ions CI, ce qui a pour effet de donner a la protéine Unagge apparente négative et donc la

Eve REVALOR These de l'université Paul Cézanne 81
Nucléation en présence de champs externes




fait migrer jusqu’a I'anode, d’ou le gradient dencentration qui part de la cathode. De plus,
ilIs se sont intéressés a l'effet du champ en fonctle la température, ils sont arrivés a la
conclusion que la température joue un réle imporsan I'influence du champ électrique. En
effet, le champ a beaucoup plus d’influence sumdeéation, le temps d’induction, la taille et
le nombre de cristaux, a 0°C qu'a 18°C, par exempld°C, quasiment la totalité des
cristaux se trouvent sur la paroi derriere laquelt placée la cathode, et ils semblent
s’orienter suivant leur axe C.

On voit ici que linfluence d'un champ électriguaterne sur la nucléation est
positive. Cependant, Al-Haq et&f. montrent dans un récent papier qu’un champ étpetri
externe peut aussi avoir un effet négatif sur émdience de nucléation, en effet, dans une
goutte placée au sein d’'un champ électrique contmense, le nombre de cristaux de
Lysozyme nucléés en présence du champ est plus fgile le nombre de cristaux nucléés
sans champ électrique, respectivement de 1 a @r&tt8ux dans les conditions normales (une
douzaines d’expériences a été effectuée).

En ce qui concerne le champ électrique altern@éi§ récemment, Koizumi et &’
ont observé une variation de I'effet du champ éigae alternatif en fonction de la fréquence
de ce dernier. Pour une fréquence de courant attemhe 1MHz, le nombre de cristaux
nucléés en présence du champ électrique est supéritéchantillon témoin, sans champ.
Pour une fréquence de 500kHz, la distribution donlm@ de cristaux par goutte est similaire
avec et sans champ électrique. Et pour une frégueed OkHz, la fréquence de nucléation est
plus faible pour une goutte soumise au champ é&eetralternatif. Il semblerait qu’ils
contrdlent la fréquence de nucléation du Lysozymeomction de la fréquence du champ
électrique, c’est ce point qui est discuté théaigant dans cette publication a partir des
rapports des constantes diélectriques, pour csladl réferent aux travaux de Kashchiev
présentés plus loin.

b. Application d’'un champ interne

Les travaux menés sur I'application d’'un champrimene présentent pas tous les
mémes résultats.

Moreno et al®” trouvent une influence négative sur le nombre dgtatix, il y a
moins de cristaux, cependant leur taille est phugartante, et le temps d'induction est plus
faible. Plus les électrodes sont proches I'unéaldrk, plus les premiers cristaux apparaissent
rapidement. Mirkin et dl” arrivent & la méme conclusion & la suite de Iétarsaux sur le
Lysozyme et la thaumatine, ils ajoutent aussi guehlamp électrique n’a aucun effet sur la
qualité des cristaux, ou méme leur structure.dlpasent plusieurs questions a la suite de ces
travaux, la solubilité est-elle influencée parhemp ? On peut aussi se demander si le champ
a la méme influence sur d’autres protéines, oueseet sur celles-ci ?

Penkova et dl* se sont intéressés a la ferritine et 'apoferititous deux semblent
sensibles au champ électrique, mais seulementtia game certaine valeur de I'ordre de 5
kV.cm, alors que le Lysozyme est sensible dés I'apptinaiu champ, quelle que soit sa
force. De plus ils ont aussi constaté une oriemtaties cristaux pour le Lysozyme, qui n’a pas
lieu avec la ferritine ou I'apoferritine.

Dans ces deux étud&& " on retrouve la précipitation d’'une phase ou djehque
les auteurs qualifient d'amorphe, prés de la ca&thgdi peut étre due a la présence d’ions Cl
dans la solution d’aprés ces mémes auteurs.
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L’application d’'un champ électrique interne peuteéti l'origine de nouvelles
techniques de formation d'agréd&ts ou encore, I'électrophorése peut étre utiliséarpo
cristalliser I'estradiol 13-dehydrogénasé’.

c. Etlathéorie ?

D'un point de vue théorique, en 1972 Kashcli#yroposait une facon de calculer
I'effet d’'un champ électrique sur I'équation themiyoamique d’'une nucléation, en prenant la
nucléation d’'une phase liquide au sein d’'une phagpeur, a savoir la théorie classique de
nucléation. Il ajoute un terme relatif au champttigue dans I'équation de I'énergie libre de
nucléation :

AG(r) = AG,(r) + AW (r) eq -1

Avec AGy(r) I'énergie libre en I'absence de champ éleckigtl
AW(r) = W,-W; I'énergie libre due au champ.

&
W, =—= IEzdv eq I-2
87y
& &
W, =—< [E dv+-" jEmzdv eql-3
81y S

W; et W, représentant respectivement le travail thermodyemaenavant et aprés
nucléation d’une nouvelle phase.
Avecg; etey, les constantes diélectriques de la nouvelle pbide la phase de départ,
E. et B, les champs électriques a l'intérieur et a I'ex@@ridu germe et
Q. etQn, les volumes occupés par le germe et par le systeme
Apres avoir considéré que le germe et le systémierégtdes spheres et apres avoir
considéré que le rayon du volume du systeme estgrand devant celui du germe, on
obtient :

AW, = -k TcE’n eq -4

Avec kg la constante de Boltzmann,
n, le nombre de molécules dans le germe et
c =enf(A)v/8TkgT est une constante aved)E (1-A)/(2+A), A = eJ/em.
Si on considére que I'équation de I'énergie li&Y&(r) en présence d'un champ
électrique est analogue a son expression sans champ

AG(n) = -k Tsn+aon?® eq I-5

Aveco I'énergie de surface spécifique et
a = (4m)"%3v,)*® est une constante.
Cela revient a considérer que la sursaturationréasepce d’'un champ électrique est
égale a:
S=8§, tS eq l-6

Avec $ = In(p/p), pe étant la pression a I'équilibre, est la sursatonasans champ et
& est la sursaturation induite par le champ éleatriq
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Donc lorsque s>0, il existe un maximum pod6G(r)=AG qui est donné par
I'expression :

3
AG = LZ eq -7
kgT (s, +CE?)

Grace a I'équation de définition de la fréequencedeéation :

_(—dzAG 1
dn® j . _AG
Iz~ e DkNexp{ AG J

eq -8

27K, T KT

Avec N le nombre total de molécules dans le systéime
Dy est donné par : D= aarf”®
Donc on obtient I'expression de J la suivante :
-B
J=Aexp———5 eq I-9
(s +CE?)

Avec A le facteur pré-exponentiel de I'équation &8
B = 480%/(3ksT)® une constante.

Donc si c est positif (i.e. poge<en), le champ électrique aura une influence positive
sur la nucléation, donc elle sera augmentée parélsence d’'un champ électrique. Par contre
si ec>en le champ électrique aura une action inhibitricelgunucléation.

Il aura fallu attendre 2002 avec Saban éf*hbour trouver une étude théorique de
I'influence d’un champ électrique sur la cristalion elle-méme. Leur étude a montré que le
coefficient ¢ de Kashchiev, pour une nucléationcdstal dans une goutte sphérique en
présence d’'un champ électrique externe dont lefréties sont séparées de la goutte par une
couche d’air, était égale a :

— 9‘E‘ngc‘gm (‘gm B ‘gc)
2k, T(e. +26,)(2+¢,)?

eq I-10

Avec g la permittivité électrique de Iair.

En comparant le nombre de molécules nécessaigefoénhation du nucléus en absence
et en présence d'un champ électrique externe, riigseat a la conclusion que plus la
différence entre les constantes diélectriques dsolation et du cristal est grande et plus
I'effet du champ électrique sur la nucléation senportant. C'est aussi la conclusion de
Koizumi et al. en 200¢".
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2. Nucléation au sein d’'un champ magnétique

Depuis ces dernieres années, beaucoup de travawtéomenés sur l'influence d’un
champ magnétique, plus ou moins intense, sur lEaticn et la croissance des crist&Gx>.
La plupart des chercheurs se sont intéressésiantation et la qualité des cristaux nucléés
dans un champ magnétique. Il faut rappeler ici ¢ge protéines ont des propriétés
diamagnétiques dues aux liaisons peptidiques eempilements des cycles aromatiques, de
plus elles présentent une anisotropie qui donndifféarence de sensibilités magnétiques
suivant deux axes i ety dans I'équation I-11.

Figure 43: Cristaux de BPTI dans un champ magnétique de 152T d'aprés Astier et al®?

Dans le domaine de la biologie, le champ magnétegpidres utilisé pour orienter les
macromoléculd&®® voire méme les chaines de polymEPesastier et af®? proposent une
condition limite a partir de laquelle I'orientatiates cristaux a lieu (fig.43), il faut que le
nombre de molécules alignées au sein du cristalssffisamment grand pour que I'énergie
du champ magnétique ait plus d’influence que I'§reethermique qui, elle, agit aussi bien sur
les molécules alignées que non-alignées. Katsudi®8t, eux, donnent une valeur limite de la
différence des énergies libres de Gibbs, a pagtiaduelle I'orientation a lieu : (eq. I-11)

A(AG) :% =X )82 > kT eql-11

0

avec n, le nombre de molécules,
Xi ety; les sensibilités magnétiques suivant les axe§ i et
Ho la perméabilité magnétique du videw#o’ H/m) et
B lintensité du champ.

L’orientation a lieu pouA(AG) supérieure ou égale a I'énergie thermique KkT.

Or, a I'heure actuelle, les expériences menéesaidiht seulement un champ de
quelques Tesl&&. Ataka et al’®, en déduisent une taille critique, pour que ldstaux
puissent s’orienter dans un champ magnétique deg 881 a 2 um pour le Lysozyme, ce qui
correspond & un cristal de®Iolécules £y = 5.10°" J/T).

Pour agir a I'échelle de la molécule, c'est-a-dive la nucléation et non sur la
croissance des cristaux, il faudrait un champ miégme continu homogéne de l'ordre de
10°T, ce qui est impossible & réaliser pour l'inst&ams I'avenir, on peut penser & un champ
magnétique pulsé qui permettrait d’atteindre déegelaleurs mais seulement pendant un
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temps de l'ordre de la femtoseconde. Ce type dsigulse rapprocherait, dans l'effet, d’'un
laser d’'une puissance de l'ordre du gigawatt avex fuéquence de pulsation de I'ordre du
femtoseconde, dans le sens ou ont aurait une atie@mides molécules par un effet Kerr.

Ce qui est confirmé par d’autres travaux montrard lgs cristaux ne s’orientent pas
pendant la nucléation ou la croissance, mais sarfependant le temps de sédimentafthn
Ces résultats fournissent aussi une facon de diéternie temps de sédimentation, en
appliquant de facon discontinue le champ magnétique

Sakurazawa et &1, résument les conditions d’orientation des cristdifaut que :

* Les molécules aient des propriétés diamagnétiquiesteopiques assez importantes.

* Un nombre assez important de molécules soient eédgrsur une rangée du cristal
(effet coopératif).

e Les cristaux soient en suspension dans la solugoneffet, dans le cas de la
nucléation hétérogéne dexfamylase, Astier et &% n'observent pas d’orientation,
alors que les mémes cristaux introduits dans latisol pour 'ensemencer s’orientent
dans le champ magnétique.

L’influence du champ magnétique sur d’autres pateeséa aussi été étudiée. Ainsi,
pour certaing®, le champ magnétique diminue de 10 a 60 % le w@encroissance, et
diminuerait la dissolution des cristaux.

En ce qui concerne le nombre de cristaux, les étndesont pas toutes d’accord entre
elles, pour la plupart, le nombre de cristaux npest influencé par le champ magnétifflie
mais par la gravité. Cependant, pour cerfifihde nombre de cristaux semble &tre réduit par
I'application du champ magnétique, ils avancentsagsie les propriétés du cristal soient
changées par ce milieu. Alors que par oppositioatséki et al®”! n'observent pas de
changement dans la structure des cristaux.

Le champ magnétique n'est pas intéressant powr éttde, dans le sens ou il agit sur
le cristal une fois qu’il est formé, alors que l\ggut agir sur la formation du cristal.

3. Nucléation en présence d’ultrasons

e

Ces derniéeres années, de nombreuses études omeéies sur l'influence des
ultrasons sur la nucléation, et plus généralementascristallisation, en effet, Ueno et'].
ont montré que les ultrasons agissaient sur lenpmighisme de la tripalmitine ainsi que sur
celui de la trilaurine. Dans la littérature, on meuve que des travaux menés avec des
ultrasons suffisamment puissants pour former désdde cavitation.

a. Effets sur la nucléation primaire

Depuis plusieurs années, on sait que les ultrasomsun effet sur la nucléation
primaire homogene. Les dernieres études sur let sejglent a montrer que le temps
d'induction est réduit par la présence dultras8fis® Il semblerait donc, que le temps
d’'induction est inversement proportionnel a la paice des ultrasons, ces derniers
permettent de réduire le temps d’induction, y campour des sursaturations tres basses, ils
permettent donc de nucléer a des sursaturationguall®s on n’aurait jamais pu avoir de
nucléation.
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Etant donné l'influence des ultrasons sur la ndiéaprimaire homogéne, Miyasaki
et al® ont travaillé sur I'influence des ultrasons sutddle des cristaux. En effet, comme
les ultrasons influencent la nucléation primairenbgéne, ils contrélent donc le nhombre de
germes formés, et comme la taille est liée au nender cristaux présents (plus il y a de
cristaux plus ils sont petits, moins il y en a pilgssont gros) il est donc normal d’avoir de
plus petits cristaux lorsqu’ils sont plus nombreDe. plus il est confirmé ici que les ultrasons
permettent une nucléation primaire homogene dars zmes ou elle n‘a pas lieu
normalement (fig.44).

Tps d’irradiation =30 s Tps d’irradiation = 60 s

10mm

By BN

| durée de | | durée de
I'expérience | I_ 'expérience
7o &P 0,83h 4,3h

Figure 44: Cristallisation de I'acide acétique, par irradiation aux ultrasons.

La figure 44 montre que la durée de 'applicati@s dltrasons a aussi une influence sur
le nombre de cristaux nucléés. On peut donc se midenasi au-dela d’'un certain temps
d’application les ultrasons n’ont pas aussi untefte la nucléation secondaire.

Cependant, il est précisé qu’il y a une valeur tinde puissance des ultrasons en
dessous de laquelle les ultrasons n’ont aucun. dffietiste aussi certains cas pour lesquels la
nucléation semble étre inhibée par la présencérdadans.

Plusieurs théories pour comprendre l'influence ulessons sur la nucléation ont été
avancées. Tout d'abord, Ohsaka e€falont travaillé sur I'apparition des cristaux daes |
bulles de cavitation, y a-t-il un germe a l'inténiede la bulle, qui en grandissant la fait
éclater ? Ou le germe apparait-il spontanémenglerta bulle éclate ?

Guo et al®” proposent une approche théorique de I'influence werasons sur le
coefficient de diffusion [s.

L’expression du coefficient de diffusion dans umip ultrasonique est : (eq.l-12)

d
kT+C, Bos
D ac, -12
= e -
AB 67y ;
Avec By I'énergie fournie par les ultrasons,

A le soluté,

B le solvant,

s, la viscosité du solvant et
ra, le rayon d’'une molécule de soluté.

Eve REVALOR These de l'université Paul Cézanne 87
Nucléation en présence de champs externes




Donc le coefficient de diffusion, que I'on retrougtans I'équation de la fréquence de
nucléation (eq.l-30) de la partie ‘A. Conditionasgiques’, augmente avec I'énergie fournie
par les ultrasons. La diffusion étant meilleure, tdanps d’induction est donc réduit.
Cependant, il semble qu’en ce qui concerne Ba$Ocoefficient de diffusion ne soit pas
sensible a la présence ou non d’ultrasons.

Il reste encore bien des questions en suspens tglke:
- Les ultrasons augmentent-ils I'nétérogénéité diiem ou créent-ils simplement de
nouveaux sites de nucléation ?
- Les ondes présentes dans le milieu facilitertsdlk rapprochement des molécules, facilitant
ainsi la nucléation ?

b. Effets sur la nucléation secondaire

En nucléation secondaire, les ultrasons permetteat nucléation plus rapidd et
donc une désaturation prématurée pour une sol@imemencée. Ici aussi, les ultrasons
semblent contréler la taille des cristaux.

Chow et af*, eux aussi, se sont intéressés & la nucléatiomndaite, et il reste
encore quelques points a éclaircir, en particukst;ce que les ultrasons forment plus de
germes, ou bien y a-t-il brisure par attrition ?

Ici encore, les ultrasons semblent avoir une imibge plutbt mécanique sur la
nucléation, en effet, dans le cas de la nucléatronaire, la cavitation favorise l'agitation de
la solution et donc la 'rencontre’ des moléculéseeziles, et donc cela favorise la nucléation.
Pour la nucléation secondaire, il s'agit vraiméah@hénomene physique, puisqu'il y a, tres
probablement, brisure des cristaux, ce qui formas gk germes.

L’étude de linfluence de la puissance des ultrassar la fréquence de nucléation
reste encore tres succincte. En effet, on trouvelqges études ou les auteurs se sont
intéressés a la relation entre la puissance dessoits et la croissance des cristRu¥! et
montrent que la puissance des ultrasons a un ffefa croissance dans le sens ou plus les
ultrasons sont puissants, plus les cristaux sotisp€e dernier point est en accord avec le
fait que les ultrasons sont aussi utilisés pounirécen poudre les cristaux, et avec le fait qu'il
y a une nucléation secondaire si on applique leasdns pendant trop longtemps. En ce qui
concerne la nucléation & proprement parler, senigra et al’® ont étudié la température a
laquelle a lieu la nucléation, lors d’'une cristdlion par refroidissement, en fonction de la
puissance des ultrasons, et constatent une diféréa 1°C au niveau de la température de
nucléation pour une puissance d’ultrasons augmed&rlOW a 100W. Selon eux, il n'y a
donc pas d’'influence de la puissance des ultrasan$a nucléation, leur simple présence a
beaucoup plus d’influence que la valeur de leusgance.
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4. Nucléation a l'aide de rayons lumineux

Il s'agit ici d'une piste tres intéressante dansaldre de cette étude, en effet, il existe
deux types de rayons lumineux agissant tous dauba snolécule directement, que ce soit par
un phénoméne non-photochimiié®, dit photophysique, ou par un phénomeéne
photochimiqué®: 104

a. Le phénomeéne non-photochimique

Il s'agit d'illuminer la solution a l'aide d'un éaspulsé tres puissant (de I'ordre du
GW), avec une durée de 9 ns. OxtBBys'appuyant sur les travaux de Garetz €t’Al.
évoqgue le champ électrique intense induit parderlacelui-ci provoquerait un alignement des
molécules, ce qui favoriserait la formation d'unstér qui pourrait donner naissance a un
nucléus. En effet, la fréquence de nucléation amggnavec l'intensité du laser, mais pas de
facon linéaire. Ce phénoméne reste encore peu aniprtoby’® pense que le facteur pré-
exponentiel de la fréquence de nucléation joueilsmimportant ici, puisque pour la plus forte
intensité du laser, seule la moitié de la solutianlée, et non pas toute la solution comme on
pourrait s’y attendre par propagation de la numéat

Cependant, cela reste une piste trés intéresgauitgjue Zaccaro et &P? semblent
avoir réussi a privilégier la formation d'une forp@ymorphique de la glycine, par rapport a
l'autre. D’apres eux, en utilisant un laser, efoerant sur la polarisation de la lumiere, on peut
agir sur le polymorphisme suivant les propriétésaropiques des polymorphes. En effet,
I'empilement cristallin et les groupes d’espacescavu sans centre de symétrie peuvent
favoriser la cristallisation d’'un polymorphe pappart & un autre suivant la polarisation de la
lumiere.

b. Le phénomene photochimique

Okutsu et al'®® U ytilisent ici une lampe au xénon, afin diirradiarsolution a
cristalliser.

Lysozyme 2mgmL? + Lysozyme 38 mg mL?!
2ulL 2 L

.
o

20 mg mL1 lysozyme Sans irradiation Avec irradiation

Figure 45: Montage expérimental (a), solution sans irradidabn (b) et solution irradiée (c).

Le principe est assez simple, on irradie la satlutiwec une lampe au xénon pendant
un temps de 10 a 30 s, afin de déclencher la nimtea

L'irradiation ne semble pas affecter les propriédésl'enzyme, ni la structure du
cristal. Cependant, Veesler ef'8t!, ont constaté qu'une irradiation trop importargaeature
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la protéine (fig.46). lls ont donc procédé a I'djdiune faible quantité de protéines irradiées a
une solution 'saine’ (fig.45a), et ont observéwged'irradiation, on avait nucléation (fig.45c),
alors que sans il ne se passait rien (fig.45b).

v hy
Lysozyme = Intermediaté ———————p Denaturation
relas [Permanert d snazed species]
Lysozyme
cluster
Y n Lysozyme
Nucleus

Figure 46 : Mécanisme de l'irradiation du Lysozyme par une &mpe au Xe.

Les auteurs proposent un mécanisme photochimiquanaadical se formerait, sur le
tryptophane pour le Lysozyme, et aurait pour consgge une augmentation des interactions
attractives entre les molécules, donnant lieuckdation d’'un germe.

Il est a noter qu'aucun des auteurs ne proposeéieloppement de procedeés
industriels de cristallisation en utilisant desroipa externes. Les raisons sont principalement
la localisation de I'effet d’'un champ, les diffieé du changement d’échelle (du laboratoire a
la production industrielle), la connaissance etmaitrise du phénomene engendré. Mais
quelques compagnies proposent du matériel pouepipoincipalement pour les ultrasons.

Je rappellerais, enfin, que dans le cadre de égttie, c’est vers la compréhension des
effets et I'aide a la recherche des conditionsrigatlisation que nous nous sommes dirigés.
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I[I. Matériel et méthodes

1. Matériel

a. Les molécules étudiées

Les molécules étudiées dans cette partie sont &seas que celles étudiées dans la
premiere partie. Le but étant de comparer le cotepwnt des molécules au cours de la
cristallisation, dans les conditions classiqueeretprésence de champs externes. Dans ce
chapitre, selon les champs externes étudiés, l&cmoies utilisées seront précisées au fur et a
mesure. En effet, étant donné les problémes d'éatipn selon les solvants des molécules,
certaines expériences n’'ont pas pu étre menédessemble des molécules.

Rappelons simplement ici que les trois moléculdségs pour 'expérience du champ
électrique, a savoir le BPTI, le Lysozyme et lacBig ont un point isoélectrique ; si le pH est
inférieur au pl, alors la molécule est chargée tpmsnent, si il est supérieur, alors la
molécule est chargée négativement.

b. Les montages expérimentaux

Ici sont présentés les montages expérimentaurliechamps externes, les molécules
utilisées pour chaque montage seront données daastle ‘2. Méthodes'.

* Le montage champ électrique

Le montage champ électrique permet d’appliqgueraurant précis a une solution qui
est thermostatée et observée par microscopie vidlg® cellule en quartz est placée dans une
platine de contrble en température par effet Re(fig.47c). Cette platine est placée sur un
microscope a optique inversée (Nikon Diaphot) éguijpne caméra numérique (fig.47b).

Pour réaliser la pointe ultrafine (fig.47d) quivsea d’électrode, on utilise une attaque
électrolytique sur un fil de tungstétfé ! Pour cela on utilise un fil de tungsténe orienté
(111) de 125um de diameétre que I'on plonge danssohdion d’électrolyte, dans notre cas
une solution concentrée de NaOH, dans laquellegelaéja une contre électrode qui est
constituée d’'un fil de molybdene (fig.47a). Il faypte le fil de tungstene vienne plonger bien
verticalement dans la solution afin que I'attaqoarte une pointe qui soit bien symétrique,
pour cela on s’aide d’'un micromanipulateur. Lorsdeefil de tungstene plonge bien
verticalement au milieu du ménisque de la solutiensoude concentrée, on applique un
courant aux deux électrodes, a savoir le fil dgsténe et le fil de molybdeéne.

Dans un premier temps on applique un courant atémmendant quelques dizaines de
secondes, pour ‘décaper’ le fil de tungstene.

On passe ensuite en courant continu dont la teresbde 4V et le courant de 4mA.
Une plaque de verre sépare les deux électrodeslaamution, en effet, les bulles qui se
forment a la contre électrode de molybdene pourtajéner I'attaque électrolytique du fil de
tungsténe et donner une pointe déformée. L'attaéigetrolytique a lieu a linterface
air/solution et le fil de tungstene prend rapidemame forme de sablier dans cette zone 13,
jusqu’a ce gue le bas du ‘sablier’ finisse par &@cher entierement du reste du fil, la brusque
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variation du courant dans I'électrolyte interronspnultanément la source de tension. Toute
la fabrication de la pointe est suivie au moyemd’'loupe binoculaire.

Ce fil de tungsténe est glissé a l'intérieur d'wie en quartz de facon a laisser
dépasser environ entre 3 et 5 mm de fil du cét&agminte. On plie ensuite la pointe a 90°
par rapport au prolongement du tube puis on celld e tungstene et le tube de quartz avec
de la colle Araldit8. On place le montage & I'abri de la poussiére smescloche pendant
toute une nuit pour étre sdr du séchage de la.colle

Il ne reste plus qu’a placer le tube de quartaesanicromanipulateur (fig.47e) équipé
de deux électrodes dans lesquelles on a perc®upaur faire passer les tubes de quartz. On
relie ensuite le fil de tungsténe a I'électrode.

Pour la contre électrode, on procede de la ménunfaguf que le fil de tungstene est
plus épais et on ne fait que le nettoyage du filyracourant alternatif. On ne cherche pas a
rendre la contre électrode pointue, on ne cherclavar ‘un effet de pointe’ qu’'a une
électrode car on provoque ainsi une plus fortecdrupie locale du champ électrique dans la
solution. Pour la suite, elle est aussi placée dansibe de quartz, pliée a 90°, collée au tube
de quartz puis placée et reliée a I'électrodeesunicromanipulateur.

Le micromanipulateur est ensuite placé sur lammaReltier, pour plus de stabilite, le
micromanipulateur est équipé d’'un aimant qui veEmplacer sur une plaque métallique sur la
platine Peltier. On le raccorde ensuite a un géeérale tension Metrix (mtx 3240) (fig.47b).
On place ensuite 600pL de solution dans la cebulequartz, que I'on recouvre d’huile de
paraffine (fig.47f) afin d’éviter I'évaporation.
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Figure 47: (a) Photo de la cellule en quartz vue de c6t€h) vue d’ensemble du montage champ électrique
avec le microscope a optique inversée, I'ordinateyrermettant I'acquisition séquentielle d’'images, aisi
que la platine de régulation de la température paeffet Peltier ; (c) vue rapprochée de la cellule equartz
insérée dans la platine avec les deux électrodas glongent dans la solution ; (d) vue au MEB de
I'extrémité pointue d’'une des deux électrodes ; (e)ue rapprochée du micromanipulateur ; (f) schéma
la cellule.
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* Le montage irradiation lumineuse

Le montage de l'irradiation lumineuse est constiiiéne lampe au Xénon blanche
(A>355nm), d’une lentille convergente et d’un mir(ig.48a).

Il s’agit d’'une lampe au Xénon de 150W en contimiont les rayons sont rendus
paralleles grace a une lentille convergente placee distance focale de la lampe, soit 10 cm.
Les rayons paralléles sont ensuite réfléchis sunuair incliné a 45°, ce qui permet d’avoir
une incidence verticale sur les échantillons qaae Veut irradier (fig.48b). Les échantillons
qgue I'on ne souhaite pas irradier sont masquési@arcaches noirs ne laissant passer aucun
rayon.

S
-

Microbatch

Figure 48: Montage d’irradiation lumineuse : (a) vue d’ensenble aveca la lampe au Xénorb la lentille
convergente et le miroir incliné a 45° pour avoir une incidence erticale sur les échantillons ; (b)
cheminement des rayons lumineux depuis la sourceggu’aux solutions a irradier.

On utilise aussi un montage permettant d’effectaespectre d’absorption transitif.
C'est-a-dire qu’on irradie une solution avec lestilad’un laser et on effectue son spectre
d’absorption de lumiere blanche a intervalles riggsilde quelques us, apres irradiation. Cela
permet de déterminer si les molécules présentesldasvlution sont sensibles a la lumiere et
parviennent a un état excité, temporaire, pouriensedescendre a leur énergie normale. Les
spectres effectués a intervalles réguliers montieemtiminution de I'énergie des molécules
irradiées lors de leur retour a I'état normal.

Pour effectuer ces mesures, on utilise un Laséf NMAG (Quanta-Ray GCR-130,
30 ns FWHM, 10 mJ pulse-1, 10 Hz) comme sourceremse d’excitation. Les échantillons
sont irradiés au travers de cellules en quartz aveftux de CA de 40mL/min. Les signaux
transitifs sont détectés par un tube photomultpdiar. Les signaux de sortie sont mesurés par
un oscilloscope digital (Sony Tektronix TDS380Pjrahsmis a un ordinateur. Le montage de
ce[gsgloectre transitif d’absorption est décrit aves pe détails dans la littérature par Okutsu et
al.”,

Ce montage met en évidence la présence d’espersstaires telles que les radicaux
libres.

Eve REVALOR These de l'université Paul Cézanne 95
Nucléation en présence de champs externes




* Le montage d'irradiation par ultrasons

w3 >

Figure 49: (a) Sonicateur Bioblock Vibra Cell 75041 de 500W prétgar I'usine Sanofi-Aventis
d’Aramon ; (b) Suprasson Piezo Endo de Satelec d®W équipé d’'un embout spécialement usiné au
laboratoire que 'on voit de plus prés en (c).

Pour les ultrasons nous avons utilisé deux sonicsitée sonicateur Bioblock Vibra
Cell 75041 (fig.49a) d’'une puissance de 500W quisna été prété par le site de production
Sanofi-Aventis d’Aramon pour des études sur l'iefige de la puissance sur la nucléation.
Nous avons aussi utilisé le générateur d’ultrastunsrasson Piezo Endo de Satelec (fig.49b)
d’'une puissance maximale de 10W. Pour |'utilisatiience sonicateur, nous avons fait usiner
au laboratoire un embout qui soit adapté aux walsés pour les expériences, cet embout est
de forme cylindrique avec l'extrémité pointue, d’diameétre de 2mm et de 25 mm de
longueur (fig.49c).

On utilise des vials de 600uL qui sont sertis dmfiaétanche avec des bouchons
équipés de septum en caoutchouc. Ces vials sonitemssérés dans un bloc du multi-puits,
le bloc contient 24 vials, ce qui nous permet adegx blocs, de mener 48 expériences en
méme temps. Le multi-puits nous permet a la foisuigre les expériences par acquisition
séquentielle d'images mais aussi de réguler la éeatpre des vials, les deux blocs ayant des
régulations indépendantes, on peut leur appligesrconsignes différentes.

Pour I'application des ultrasons aux solutions,Migds sont dessertis a I'aide d’'une
pince, mais ils sont laissés dans le bloc du npuiifs, afin que la température reste constante
lors de l'application des ultrasons, car ils pravest une Iégere hausse de la température de
la solution.
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2. Méthodes

a. Le champ électrique

Ces expériences ont été menées sur le BPTI, lezkgs® et la glycine. Pour chacune
de ces molécules le protocole est le méme. On mrépwe solution dont la concentration se
trouve au sein de la zone métastable a la tempérdéul’expérience, c'est-a-dire que dans les
conditions classiques, il n'y a pas de nucléatijponsanée a la température de travail. Aprés
avoir réglé la hauteur des électrodes de facon quéglles soient proches du fond de la
cellule, on injecte 600uL de solution, en faisainhattention a ne pas faire de bulles d’air.
On ajoute ensuite de I'huile de paraffine, non mhigcavec la solution a cristalliser, de fagon
a recouvrir la surface de la solution qui est aotact de I'air pour éviter I'évaporation. Les
électrodes sont ensuite reliées au générateuaaersrd’'un interrupteur permettant d’inverser
la polarité. On place aussi un ampéremetre en.dgaies un premier temps, l'interrupteur est
laissé sur le zéro, aucun courant ne passe. Omelle générateur de tension, on vérifie qu’il
est bien a zéro avant de commuter linterruptedintérrupteur est ensuite placé dans la
position qui nous intéresse, c'est-a-dire de fagae que I'électrode pointue ait la polarité
gu'il faut pour que la molécule qui se trouve etuson soit préférentiellement attirée par
elle. Nous verrons dans la partie 11l ‘Résultatd’se dirige chacune des molécules étudiées.
Puis on commence a appliquer doucement une tetmiben surveillant la valeur du courant
sur 'amperemetre. En effet, il ne faut pas quedarant dépasse 1A, et la tension ne doit
pas dépasser 1V, afin d’éviter I'électrolyse dalieui fausserait I'expérience par I'apparition
de bulles sur I'électrode. La relation entre lasten et le courant dépend de la forme de la
pointe, donc pour chaque pointe la valeur du cdwetila valeur de la tension sont différentes,
mais restent du méme ordre, c’est la valeur duarduqui assure la reproductibilité des
expériences.

Une fois la valeur de la tension atteinte, on atealeur du courant et on effectue un
relevé de cette valeur régulierement car elle déexocours du temps jusqu’a atteindre une
valeur limite au bout de plusieurs heures.

Toute I'expérience est menée a 20°C, dans le casadglycine pour éviter la
nucléation spontanée due a l'injection de la sotutians la cellule, on place la cellule & 50°C
au moment de l'injection de la solution, puis onsba la température jusqu’'a 20°C avant
d’appliquer la tension.

Les expériences sont suivies par acquisition séopliend’images par intervalles de
15min a l'aide de la caméra numeérique avec un @ibjetet un adaptateur x0,45.

b. L'irradiation lumineuse

Pour lirradiation lumineuse, nous avons utiliséLissozyme, le BPTI, la glycine et
I'lrbésartan. Dans cette partie, nous avons utitis@ix modes opératoires différents, la
nucléation provoquée par irradiation directe ddstems et 'ensemencement de solutions
par des gouttes d’'une solution irradiée.

Le mode opératoire de lirradiation directe ess tsample c’est celui que I'on a utilisé
pour I'ensemble des molécules : on irradie simplama solution directement dans le
contenant, & savoir une plaque Microb&ichue I'on a recouvert d’huile de paraffine
transparente pour éviter I'évaporation, une celadeptable sur une platine Peltier dont le
bouchon est en quartz, ou encore directement gartrale la puce en PDMS, celui-ci étant
transparent pour les longueurs d’ondes de la lampeXénon. Dans le cas de la puce
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microfluidique ou de la plaque Microbaftlfig.50) on utilise un cache noir opaque aux
rayons de la lampe au Xénon, pour masquer lesiaotugue I'on ne veut pas irradier.

L’ensemencement de solutions par des gouttes dé@d irradiées a été utilisé pour
les protéines, soient le BPTI et le Lysozyme, as protéines sont plus sensibles a
l'irradiation lumineuse (nous verrons cela dangdatie résultats). Nous avons utilisé une
solution de BPTI a 4 mg/ml dans un tampon NaAc ar®0, pH = 4,5 et 3,2 M de NacCl,
comme solution d'ensemencement. C'est-a-dire gaeh@ntillons de 300uL, chacun, de cette
solution sont irradiés pendant, respectivement &t 8 min. Puis 3 pL de chacune de ces
solutions sont ajoutés a 3 puL de solutions de BRTespectivement, 36, 28 et 20 mg/mL,
dans un tampon NaAc 80mM, pH = 4,5. On obtienstdations aux concentrations de 20, 16
et 12 mg/mL respectivement comme montré sur lersahde Microbatch décrit en figure
50, avec une concentration finale en NaCl de 1,6M.

i oncentration
en BP Tl

G 2l @E @ @ @
G G e &0 @%@
DO o0 @ eee
RS R R I B B e B
@00 Ce &P aee e

cOeO O e e

Omin 1 min amin Smin

20 mginl

16 maginL

Hled 12 mogiml

2% @8 GG

Temps
d'irradiation
Figure 50: Schéma du Microbatclf contenant les solutions de BPTI & différentes coantrations et pour
différents temps d'irradiation.

Apres irradiation, les solutions sont placées &20&ndant 24h avec observation par
acquisition séquentielle d’images. Pour toutesselsitions irradiées, on fait une solution
témoin, c'est-a-dire qu’on prépare deux solutioms ghaque condition, et seule une des deux
est irradiée I'autre est directement placée a 20°C.

c. L’irradiation par ultrasons

Ces expériences d’irradiation ont été menées s8RIel42 801 et sur la glycine. Le
mode opératoire reste le méme pour les deux meg@iudiées.

On prépare des solutions métastables par peséeludg solide directement dans les
vials. On ajoute ensuite 600uL de solvant, dansencas de I'eau pour la glycine ou un
mélange (60/4Q)éthanol/eau pour le SR 142 801. Les vials sontiensertis avec des
bouchons étanches contenant un septum puis plarés wh bloc 24 puits du multi-puits.
Apres avoir placé les blocs dans la platine materison augmente la température afin de
dissoudre le solide. Lorsque le solide est dissout,abaisse la température jusqu’'a la
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température de travail, soit 20°C. Dans un preneieps, on percait le septum du vial avec la
buse du sonicateur, mais on s’est rendu compté ygvait des particules du septum qui
tombaient dans la solution, donc nous avons anééleomode opératoire, en dessertissant les
bouchons pour I'irradiation, et en les sertissanbaveau juste apres l'irradiation. Les vials
sont ainsi irradiés pendant différents temps align80s a 30min par le sonicateur Suprasson
Piezo-Endo de Satelec. Pendant toute la duréerdaliation, les vials sont thermostatés par
effet Peltier. Les solutions sont ensuite placé&Dd pendant 24h pour observation par
acquisition séquentielle d'images.

Le sonicateur Bioblock Vibra Cell 75041 de 500W si@uservi pour le SR 142 801,
pour étudier I'influence de la durée et de la paise de l'irradiation sur la nucléation. Pour
cela nous avons irradié des solutions métastal®ledR1142 801 d’'une sursaturati®r- 3,5,
puis les solutions ont été placées a 20°C commes lgamode opératoire de l'irradiation avec
le sonicateur Suprasson.

Il faut ajouter que nous nous sommes beaucoupesdés au SR 142 801 car celui-cCi
ne nuclée pas dans les conditions classiques sonrdiune démixtion se produisant dans la
zone métastable et empéchant la nucléation d’deoirpour des sursaturations supérieures a
la zone métastable.
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[1l. Reésultats et discussion

Nous allons voir dans cette derniere partie leglt@s relatifs aux expériences menées
sur la frequence de nucléation en présence de chariprnes. Nous verrons aussi quelles
sont les possibilités d’action du champ externeaumucléation que ce soit d’'un point de vue
thermodynamique ou cinétique. Les expériences abapitre ont toutes été menées de facon
isotherme a 20°C, et toutes les solutions se siiailans la zone métastable pour les
conditions expérimentales. Bien s(r, étant donrelgichamp magnétique n’agit que sur la
sédimentation des cristaux apres croissance, ru®us sommes pas intéressés a ce champ
d’'un point de vue expérimental, nous verrons denamiquement les résultats concernant le
champ électrique interne, l'irradiation lumineuse eafin lirradiation par ultrasons. Les
observations des solutions n'ont été effectuéeapas 24h passées a 20°C a la suite des
irradiations pour la lumiere et pour les ultrasoBe. ce qui concerne le champ électrique,
I'application est continue tout au long de la duléd’expérience.

1. Le champ électrigue interne

a. Le BPTI

La premiére molécule étudiée a été le BPTI et ramsss effectivement observé un
effet de champ. Les cristaux sont apparus préfiétmhent a 'anode (fig.51).

Figure 51: Photo d’une solution de BPTI a 20mg/mL dans unampon acétate de 80mM, pH = 4,5 et 1,6M
de NaCl. Application d’'une tension directe de 0, 78/. Le fil de tungsténe a une largeur de 125um.

Cette cristallisation préférentielle s’accompagpeur des tensions supérieures, de
I'apparition d’'une phase ou d’'un gel sur 'anodg.G2). Un prélevement a permis un dosage
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de cette phase, qui s’est avérée trés concentrpeoine (~900mg/mL). Si on applique une
tension encore plus forte, alors les cristaux ngéamt pas, seule la phase dense apparait a
I'anode.

Figure 52: Solutions de BPTI nucléées en présence d’'un chamlectrique de quelques centaines de
microAmpéres. On voit I'apparition d’une phase amophe qui enrobe I'anode. (b) est un zoom de (a) avec
une inversion de la polarité. Le de fil de tungstémcomposant I'anode fait 125um de largeur.

Il semblerait que le champ appliqué génére un gradde concentration dans la
solution.

Indirectement confirmé par la mesure des vitesgegrdissance qui montre trois
domaines (fig.53) : le premier autour de la cathdelesecond au milieu de la solution entre
les deux électrodes, et le troisieme a I'anodev@nsur le graphique a droite de la figure 53,
gue les vitesses de croissance de ces trois dosnamesont pas les mémes. En effet, les
cristaux proches de la cathode ont une croissanced) inhibée par le champ électrique,
alors que ceux proches de I'anode ont une croisstavorisée par la présence du champ, les
cristaux se situant au milieu ont une vitesse déssance de référence, c'est-a-dire qu'ils
croissent avec une vitesse moyenne proche de gellis auraient si il n'y avait pas de
champ.
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Figure 53: Effet de champ sur la croissance des cristaux d&PTI dans une solution a 20mg/mL dans un

tampon acétate a 80mM, pH = 4,5 et 1,6M de NaCl. Avication d’'une tension directe de 0,785V. Le fil d

tungsténe composant I'anode mesure 125um de larg@agramme qualitatif des vitesses de croissance en
fonction de la position des cristaux dans le milieu

De plus, une inversion de la polarité, comme le tneofa figure 52b et ¢, engendre
une dissolution de la phase dense, mais une cnoisskes cristaux. Ce qui veut dire qu’on est
toujours sursaturé par rapport aux cristaux, ce eyglique leur croissance, mais on se
retrouve sous-saturé par rapport a la phase demserale I'anode, qui se dissout. Ce qui peut
s’expliquer a l'aide du diagramme de phases du BRifk NaCl (fig.54). Cette phase dense
correspond a une démixtion. En effet il y a formatide deux phases de concentrations
différentes. La phase amorphe autour de I'anodaresphase a forte concentration alors que
le reste de la solution est de faible concentrati@m voit bien sur le diagramme de phases
(fig.54) que méme si I'une des deux phases a uneecdration faible, elle reste au dessus de
la solubilité, ce qui explique que méme lors davirsion de polarité on a croissance des
cristaux.
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Figure 54: Identification des deux phases de la démixtionug a lieu autour de I'électrode. La fléeche bleu
dans le diagramme représente le gradient de conceation.

On voit bien que dans le cas du BPTI, la démix@otieu du méme cb6té que la
cristallisation, a savoir 'anode chargée donchshent. Pourtant en solution, le monomeére
du BPTI est chargé positivement (8 chargé¥2 gt la charge des décaméres est différente de
10x8, mais présente quand méme 13 charges posifive&tat actuel de nos connaissances,
il est dur de donner une explication a ce phénomeéais on peut penser a un écrantage des
sites cationiques de la molécule et plus particeitreent du décameére puisque le rapport entre
sa surface et son nombre de charges et beaucosigaiible que pour le monomére, ce qui
pourrait expliquer que le décamere, qui cristallsgedirige vers I'anode.

b. Le Lysozyme

Par contre, le phénomene est légerement différenir pe Lysozyme, puisque
cristallisation et démixtion de phases liquide-ip n'ont pas lieu a la méme électrode.
Comme on peut le voir sur la figure 55a, la crisation a lieu a la cathode alors que la
démixtion a lieu a I'anode. Le zoom sur la démixtae la figure 55b nous confirme la nature
de cette phase amorphe.
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Figure 55: Cristallisation et démixtion de phases liquideifjuide dans une solution de Lysozyme a 25
mg/mL, pH=4,5 et 0,7M de NaCl. Pour un courant de QV. Le fil de tungsténe composant I'électrode a
une largeur de 125um.

Grace a ces deux exemples, on peut clairemeningffigue le champ électrique a un
effet sur la densification des molécules qui condua nucléation de deux nouvelles phases
concentrées en protéine, I'une liquide entourakie€trode et I'autre solide favorisée par la
proximité avec I'électrode. De plus l'effet du chardiminue le temps d’induction de la
nucléation car ce sont des solutions métastablesiguucléent pas dans les conditions
normales.

Si on compare les résultats de ces expériencesl@®@RTI et pour le Lysozyme, on
remarque que la formation de la phase amorpheua pieur les deux protéines, a I'anode,
cependant les cristaux de BPTI se forment a I'araboies que ceux de Lysozyme se forment &
la cathode. On peut se demander si les phases la@sognt les mémes propriétés physico-
chimiques que les protéines, mais surtout entes etf'est-a-dire est-ce que la phase amorphe
du BPTI a les mémes propriétés physico-chimiqueslgphase amorphe du Lysozyme ?

c. LaGlycine

On peut aussi s'interroger sur l'action que peubimle champ électrique sur les
petites molécules organiques. En effet, 'une dssibilités sera une migration des molécules
due aux lignes de champ. Or si les molécules dastgetites, seront-elles aussi sensibles a la
convection induite par les lignes de champ ?

Pour cela, nous avons appliqué un champ électriquene solution de glycine
métastable. Nous obtenons le méme genre d’effetasaristallisation (fig.56), par contre
jusqu’a présent, nous n’avons jamais obtenu dexdé&mide phases liquide-liquide.
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Figure 56: Solution de glycine a 315mg/mL dans I'eau. U =95V. Le fil de tungsténe composant
I'électrode fait 125um de large.

On voit qu’il y a un cristal qui a nucléé pres dechthode, ce qui, encore une fois, ne
correspond pas a la charge de la glycine en saoldtms I'eau. Le pl de la glycine est a 5,9 et
une solution aqueuse de glycine a un pH de 6,4¢ tlmlycine a une charge négative. I
serait a présent intéressant de travailler a @ifféssr pH pour voir si lorsque la charge de la
glycine change, I'électrode ou elle cristallise rofpa aussi.

Conclusion sur la partie champ électrique

Dans le cas des protéines comme dans le cas detite mpolécule organique, la
glycine, le champ électrique continu appliqué an seéme de la solution a un effet positif
sur la fréquence de nucléation, puisqu’il dimineetémps d’induction, probablement en
abaissant I'énergie libre nécessaire a la formatiom germe, si I'on considére la théorie
classique de nucléation. Si on regarde la théamiedeux étapes de Kashchiev, on peut
clairement dire que le champ électrique agit sulelasification des molécules qui a lieu avant
I'arrangement ordonné de celles-ci, probablemenagiasant sur la différence de potentiels
chimiques en solution. Il y a une migration quiecén gradient de concentration qui est
d’autant plus important avec I'anisotropie du chamaps la solution, due a I'effet de pointe.
Le probléme étant maintenant de savoir commenthEmg agit sur les molécules pour
gu’elles se dirigent vers I'électrode ayant la mécharge qu’elles. Il faudrait essayer de
limiter la convection des molécules, pour étudmurldéplacement, par gélification de la
solution, ce qui aurait pour but d’amplifier I'effde gradient. En effet, le gel supprime la
convection qui a tendance a réhomogénéiser laigolut

Le deuxieme effet du champ électrique sur la ndicléast spatial. En effet, cela ne se
voit pas sur les photos, mais la nucléation adiens le plan défini par les électrodes au lieu
d’avoir lieu dans tout le volume de la solution. dleamp électrique a donc un effet a la fois
spatial et temporel sur la nucléation. Il faut @gant trouver un moyen de réduire encore plus
I'action du champ, en limitant la création du champextrémité de la pointe, pour cela on
peut penser a un gainage de I'électrode pointueuparcire, ou bien encore par un bain de
verre fondu. On pourrait aussi essayer de visuale® lignes de champ en utilisant un
marqueur de protéine fluorescent.
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2. L’irradiation lumineuse

Les travaux meneés sur le Lysozyme par Okutsu eslgeent montré une influence
sur la nucléation d’une protéine photosensitile Nous avons voulu essayer de voir si cela
pouvait aussi avoir de I'effet sur la nucléationBRITl. Nous avons donc procedé de la méme
fagcon que pour le Lysozyme et nous avons observéffgt de l'irradiation lumineuse
(tableau 3).

Tableau 3: Photos des résultats obtenus pour différents teps d’irradiation de solutions de BPTI a
différentes concentrations dans un tampon acétategH = 4,5 et 1,6M de NaCl. Photos prises apres 24h
passées a 20°C a la suite de I'irradiation.

0 Minute 1 Minute 3 Minutes 5 Minutes

12
mg/mL

16
mg/mL

20
mg/mL

On voit que pour une concentration de 16mg/mLdtration lumineuse a le plus
d’effet sur la fréequence de nucléation, puisquedktion témoin n'a pas donné de cristaux,
alors que la solution irradiée pendant 5 minutegésafortement nucléé.

Nous avons cherché a savoir si le mécanisme dirad#ol’irradiation était le méme
que pour le Lysozyme, a savoir les créations deaad. Pour cela nous avons effectué un
spectre d’absorption transitoire. Il s’agit d’irfadla solution avec un laser pendant quelques
secondes, puis d’effectuer un spectre d’absorptibaries les quelques ps pour voir si la
molécule a atteint un état excité grace a l'irradig et si peu a peu elle revient a son état
stable. Les résultats sont présentés dans la figlae
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Figure 57: Spectre d’'absorption transitoire (a) du BPTI et(b) du Tryptophane.

On Lutilise le tryptophane comme référence, car dté@ montré que c’était lui qui

formait le radical dans le cas du Lysoz{iffe®!!

On constate, si on compare avec le spectre tramesda Tryptophane (fig.57b), que
dans le cas du BPTI il 'y a pas de retour a uh é&targétique inférieur, il 'y a donc pas
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excitation de la molécule de BPTI par l'irradiatiimineuse. Le mécanisme n’est donc pas
totalement déterminé en ce qui concerne le BPTI.

Les travaux menés sur le Lysozyme ont montré gesiste un temps limite
d’irradiation au-dela duquel le Lysozyme est tragnaturé par la lumiére, qu'il n’a plus
d’activité. Ce temps limite est tres facilement edédble, en effet la solution précipite
violemment au bout d’'un certain temps d’irradiatiguelques minutes pour le Lysozyme.
Nous avons essayé de trouver le temps limite diateon du BPTI au-dela duquel il serait
dénaturé. Nous avons atteint une heure d’irradiatiet nous n’avions toujours aucun
changement de I'activité¢ du BPTI (voir annexe 5 mpleutest d’activité). Ce qui confirme
I'absence de formation de radicaux déja montrédepspectre d’absorption transitif.

En ce qui concerne les molécules Sanofi-Aventisispagition, nous avons pu
constater un effet de lirradiation lumineuse sinbésartan grace au spectre d’absorption
transitif (fig.58), cependant en raison des prol@eniiés a I'évaporation du solvant
(I'lsopropanol), nous n’avons pas encore pu me#twe point une facon d’adapter cette
expérience, de fagon reproductible, a I'lrbésarfamplus, nous savons d’apres la thése d’Eric
Garcid®, que I'lrbésartan est photosensible en présentmiute de potassium et une

irradiation lumineuse méne a sa dénaturation.

7.00E-03+

6.00E-03

N

A

Al -
i - 2

3.00E-03+

5.00E-03

80ms
—%—160ms
2.00E-03 ——320ms
1.00E-03
0.00E+00
200 800
-1.00E-03-
Figure 58: Spectre d’absorption transitoire de I'lrbésartan.
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Conclusion sur la partie irradiation lumineuse

Il est expérimentalement prouvé que lirradiatiomineuse a une action positive sur
la nucléation. Effectivement les solutions métastapeuvent étre cristallisées par irradiation
lumineuse. Cependant, le mécanisme demeure endene complexe et surtout semble
différent selon la molécule utilisée.

En effet, on peut déja constater I'existence d’auns trois mécanismes d’action de
l'irradiation lumineuse sur la nucléation dont desont dépendants de la longueur d’onde et
de la nature de la lumiére utilisée :

* Un mécanisme photophysique, qui a lieu lors dealiiation d’'une
solution par un laser trés puissant. Ici la lamillesée n’est pas assez
puissante.

* Un mécanisme photochimique, lirradiation de lausoh crée des
radicaux, c’est le cas du Lysozyme et peut étreialesl’ Irbésartan.

* Et enfin un mécanisme qui reste pour I'instant mao

3. Les ultrasons

a. La Glycine

Afin d’avoir des expériences de référence sans phamde les comparer avec la
fréquence de nucléation en présence de champ, avuss effectué des expériences de
nucléation en présence d’ultrasons sur la glydigesQ).

Figure 59: Nucléation de solutions métastables de méme cemdration en glycine (a) sans irradiation et
(b) avec irradiation au préalable par ultrasons. Lahauteur de la photo représente 1,5mm.

Ici on peut constater une augmentation de la frécgigle nucléation grace a I'action
des ultrasons dans la solution. En effet, tout afdpla sursaturation a partir de laquelle on a
nucléation de cristaux est plus faible en présefdéasons que lorsqu’on se trouve dans les
conditions normales. Cependant comme on peut lesuiles photos, il y a des formes de
cristaux bien distinctes (fig.59). L'étude des iitftogrammes de poudre est donnée en figure
60.

Eve REVALOR Thése de I'université Paul Cézanne 109
Nucléation en présence de champs externes




@)

e LT 1 O18LE'T
0001 / TEL66'T-g 3 81 /voevo e

J BBLFU &
YL HUZSICE

J

6°8L SPIOCLE

i

LT Y LOSLEY
0L [ LIREOT #

601 ...Mh-__—ﬁw
1 i

I,

£ {058
LR
#L  JEREULE I

w w wr P .Z _T.
=
=
Lid
=
E
| =
=
g5 ISIETT
=
™ =
gL __Eamh_..
E ] ,Eﬂm._-
¢t (@ d
n.vw IRYET AT
L) LR T
¥ ._runum—n
& 0R9RLT
=

Fen J@mivl o

H_......_H st k.1

POL JSELEET

e w

L e o _.__.ﬂ.—.__..—.-.m.n1

L'Ep __wﬁn..__uel|w

oot :Hh.n.u.n...-a.ﬁ b REETs
¥ I B

110

Thése de I'université Paul Cézanne

ion en présence

Eve REVALOR

de champs externes

Nucléat




- [—1]
(b) 5
s
L 2 =
el
E S 05 -
! < "
g 2 an
E“’* 2 ‘Eti'
= % «E;“
- E Hl ;_\_q
L i
. &
= |5 3¢
i = =
= =13
oot 5 l T ¥
T
] 20- £l

Int [1ED3)

353918/ lo@

34| #
L = 2 o L3
1R B
- ] .
v g Etg |
r o ! :-—E :‘53 : L - 2
w rEH o E . -
- shom TET LB Lo = - =
s E!,E—' 2 Dk do . = o mul k.
L s Eﬁ&“‘“ E?EE S h:'.;,g o Pl 3 L %
2 el o B o gt b -, e e =
pd TE3RdEET 8 gEREm :
f N = -
EM bd:ﬁkﬂh.:wﬂﬂﬁﬁ,g:g A “ E
R T ] C T ) T T Lk
?il ! 30 A0 Ll &0 70 B0

Figure 60: Diffractogrammes de poudre de la glycine nuclééen présence d'ultrasons (a) présente de la
forme a pure, (b) présente de la formax et de la formey. Le zoom a gauche des photos montre un
grossissement des diffractogrammes sur les pics e&téristiques.

La formey donne des cristaux qui ont un facies plutot aeicel(fig.60b), alors que la
formea donne des cristaux massifs plutot tabulaires5@iget 60a). Ce qui est intéressant ici,
c’est que la formey, qui est la plus stable, ne nuclée pas dans ledittans normales de
cristallisation, et on n’est pas a I'abri d’avoit ahangement de polymorphe lors du stockage
des cristaux. Or ici, on arrive a nucléer directetrie polymorphe le plus stable en présence
d'ultrasons, donc il n'y a plus de probleme de gjeanent de polymorphe lors du stockage,
puisque celui qu’on cristallise est directemerylies stable.
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b. Le SR 142 801

Les ultrasons sont connus dans lindustrie pharotapee pour le broyage des
cristaux ou pour I'ensemencement d’'une solutioms€Cun champ externe trés facile a mettre
en ceuvre d’'un point de vue industriel, d’autansmu’il est déja utilisé pour d’autres taches
que la nucléation primaire.

Ce qui nous intéresse ici, c'est de provoquer laléation au sein de la zone
métastable. Nous avons donc utilisé des soluticggtastables de SR 142 801 en solution dans
un mélange éthanol/eau (60/40)

Dans un premier temps, en utilisant le sonicateioblBck Vibra Cell 75041 de
500W, nous avons eétudié l'effet de lirradiationndant 1 min d’'une solution ayant une
sursaturation comprise entre 2,5 et 5,5 (fig.6 ) fiéquence de nucléation a été calculée en
prenant l'inverse du temps d’apparition des presigistaux. Nous n’avons pas choisi la
méme technique de mesure de la fréquence de noalépte pour la premiére partie, sans
champ, tout simplement parce que la techniqueséélidans la premiére partie fait intervenir
la zone métastable pour la croissance des cristauiGi, on se place au sein de la zone
métastable pour provoquer la nucléation, donc flissacix qui apparaissent sont uniquement
dus a la présence du champ.
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Figure 61: La relation entre la sursaturation et la fréquerce de nucléation pour une solution irradiée
pendant 1min et pour une solution témoin, non-irrade.

Ici, on voit que la nucléation est engendrée paraliation aux ultrasons de la
solution. Nous rappelons que pour une sursaturatip@rieure ou égale a 6, la solution de SR
142 801 présente une démixtion qui inhibe la nuicdéa
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On arrive donc a nucléer au sein de la zone mélasta qui nous permet d’éviter la
séparation de phases liquide-liquide qui a liesdaton augmente la sursaturation pour sortir
de la zone métastable. Ce systéme est tres pramgtteir les molécules qu’on appelle
paresseuses, c'est-a-dire les molécules qui nellissnt pas dans les conditions classiques.

Nous avons ensuite voulu savoir s'il existait umpe limite d’irradiation, au-dela
duquel la frequence de nucléation atteint un pélig/62 et 63).

Sans irradiation

Irradiée pendant 60s

Irradiée gen@iOmin

| S

Figure 62: 3 solutions de SR 142 801f= 3,6 , la premiére sans irradiation, la deuxiéemeradiée pendant
1min et la troisieme irradiée pendant 10min.

La figure 62 nous montre l'efficacité de l'irrad@ par ultrasons sur la nucléation
primaire. Cependant, on voit que dés que I'on pkssgnute d’irradiation de la solution, il y
a un phénomene d’attrition des cristaux déja ngctge donne lieu a une deuxieme vague de
nucléation. L'influence des ultrasons sur la nuabdasecondaire est donc prouvée ici pour
des temps d’irradiation supérieurs a 1 minute.
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Figure 63: Représentation graphique de la dépendance de fi@quence de nucléation en fonction du
temps d'irradiation d’'une solution de SR 142 801 8 = 3,6.

Sur ce deuxieme graphique (fig.63), on voit biendipendance linéaire de la
fréquence de nucléation en fonction du temps diatéon, cependant nous n'avons pas
atteint de régime limitant apres 30min d’irradiatid.’appareil chauffant trop, nous n’avons
pas pu essayer de plus longs temps d’'irradiatioastl clair que cette augmentation de la
fréequence de nucléation est due a l'application wlassons qui, dans un premier temps,
augmentent la nucléation primaire puis, déclenchaatnucléation secondaire qui donne une
fréequence de nucléation apparente, regroupant Eéamion primaire et la nucléation
secondaire, qui augmente linéairement, ce quiwesihpent une coincidence.

Conclusion sur la partie ultrasons

Les ultrasons ont donc un effet positif évidentlsunucléation que ce soit au niveau
de la nucléation primaire homogéne ou sur la ntickéaecondaire. En effet, on constate une
réduction du temps d’induction lorsque la solutinétastable a été irradiée avec des ultrasons
pendant plusieurs secondes, ce qui a pour effagdianter la fréquence de nucléation.

Dans la littérature, plusieurs théories sur le misrae d’action des ultrasons sur la
fréquence de nucléation ont été proposees. La premiet en jeu la pression qui augmente
au moment de I'éclatement de la bulle de cavitati@nseconde, elle, parle de la température
qui augmente au moment de I'éclatement, cependamthausse de température ne devrait
engendrer la nucléation que pour des moléculesoquiune solubilité inverse avec la
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température. La troisieme théorie met, encore aise €én jeu la bulle de cavitation, mais cette
fois-ci, avant son éclatement, puisqu’elle est w#rgée comme site de nucléation hétérogene
avant qu’'elle ne disparaisse.

Or, en utilisant la diffraction de la lumiere naoiavons pas constaté de changement
dans le faisceau, lors de l'application des ultnasaceci nous prouve qu’il n'y a pas
d’événement, comme la création de bulles de camitatau sein de la solution qui
engendrerait une déviation du rayon lumineux. Ugasons que nous utilisons n’ont pas une
puissance suffisante pour créer des bulles deaterit

Ce qui impliqgue un autre effet des ultrasons sunueléation que ceux qui ont été
proposeés jusqu’ici dans la littérature. On peutsgera une augmentation de la convection par
les ondes ultrasons, cependant ce sont des onadestdet et non de propagation, c'est-a-dire
gu’elles sont transmises par contact entre lestgbgt non par déplacements de ceux-la. |l
faudrait effectuer des expériences dans une sola@gel de saccarose, afin de stopper la
convection et voir si les ultrasons ont toujoursaféet positif sur la nucléation, ce qui nous
permettrait de déterminer si les ultrasons agissentia convection ou sur la diffusion des
molécules dans la solution.
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Conclusion et perspectives

Le but de cette these étant d’étudier I'influenes dhamps externes sur la nucléation
afin de déclencher la cristallisation d’'une solntinétastable, il a été partiellement atteint. En
effet, que ce soit le champ électrique, les ultnasau encore l'irradiation lumineuse, dans les
trois cas étudiés l'application du champ a provotméucléation de cristaux dans une
solution métastable, qu'il s'agisse d’'une solutitnprotéines ou d’une solution de molécules
organiques tels que des principes actifs pharm@agmss ou bien encore la glycine. Seul le
champ magnétique n’a pas d’effet sur la nucléapomsque sa puissance n’est pas suffisante
pour atteindre la molécule, et il n’agit que surigntation et la croissance des cristaux déja
nucléés.

La mise en place d’'un montage permettant de mekufegFrquence de nucléation dans
les conditions normales, en séparant la nucléalssncristaux de leur croissance a révélé que
les problemes d’échelle s’appliquaient aussi poasspr du nanolitre au microlitre. La
nucléation hétérogéne étant a l'origine de la diffi€e importante du nombre de cristaux
nucléés qui n’est pas uniquement linéairement ptmpmelle au changement de volume. La
glycine nous a aussi révélé qu'un champ externestnfgas uniquement cantonné a
I'application d’'un parametre externe qui n’existsplans les conditions normales. En effet,
la glycine est tres sensible au matériau constitiearécipient de la solution a cristalliser, le
paramétre externe au milieu venant encouragerdiation sont les parois en polypropyléne
des tubes contenant la solution, cependant dansasela, c’est par un changement de
mécanisme de nucléation que I'on augmente J. Rdre;d’agitation est un champ externe
incontestable, surtout en ce qui concerne la gbydenzone métastable est au minimum deux
fois plus large en milieu stationnaire qu’en miliagité, et cela n’a rien a voir avec le
matériau composant le mobil d’agitation. D’ailleutSrradiation par ultrasons peut étre
considérée comme une forme d’agitation, pour dd@udrait comparer les résultats obtenus
sur la fréquence de nucléation, lors d’'une agitadigec un mobile ‘simple’, puis lors d’'une
agitation a l'aide d'un Ultraturdket enfin lorsque I'on applique des ultrasons, iamee

I'influence de la puissance des ultrasons.

* Le champ électrique
On peut méme arriver a localiser la formation dengier germe critique dans un plan

en appliquant un champ électrique interne a latievluReste que la localisation n’est, pour
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I'instant, pas réduite a un seul point au seinadsolution. Mais I'amélioration de la pointe de
I'électrode émettrice du champ pourrait nous coredaila localisation bien plus précise de la
formation du germe critique. On pense par exemplganage de I'ensemble de I'électrode,
hormis la pointe, par de la cire ou bien encorevelue fondu, afin de limiter les lignes de
champ uniquement a la pointe de I'électrode. Hirsient donc plus intenses en cet endroit-
la et pourraient donner naissance a la nucléation.
* L’irradiation lumineuse

Dans le cas de lirradiation lumineuse, nous avbren un effet positif sur la
nucléation primaire, cependant, le mécanisme aactemble bien plus complexe que ce
gu'on ne le pensait lors des expériences sur l@iyse. En effet, le seul mécanisme de
photochimie ne suffit pas a expliquer I'action deddiation sur la nucléation d’une solution
métastable de BPTI. Cependant, ce champ externglesémds prometteur pour I'industrie, car
a part I'investissement de départ dans la lampéémon, il reste tres peu colteux a mettre en
place, et on peut méme imaginer une mise en ceuwretel montage sur un procédé en
continu. En effet, il suffirait d’'une fenétre enagtz dans un tuyau contenant la solution a
cristalliser, et le simple temps de passage deolatisn devant cette fenétre suffirait a
déclencher la nucléation. L'adaptation de ce préauradiation & un procédé industriel déja
en place ne demanderait pas beaucoup de modificaidautant plus que [lirradiation
lumineuse n’a, pour l'instant, pas donné de phadésrentes que celles obtenues dans les
conditions normales.

* Les ultrasons

L’application d’'ultrasons semblait le champ extelmelus intéressant pour l'industrie
pharmaceutique car déja utilisé pour d’autres appbns que le déclenchement de la
nucléation primaire. Cependant, I'étude de soroactur la glycine a révélé la formation du
polymorphe le plus stable dans I'eau qui ne ctiseapas dans les conditions normales. La
formation d’'un autre polymorphe est tres problématidans I'industrie pharmaceutique. Ce
montage peut étre intéressant dans le cadre aehenche des différentes phases existantes
pour une nouvelle molécule, mais pour la productam principe actif, I'irradiation par
ultrasons semble complexe, méme si I'on cherchestalliser la phase la plus stable, car il
reste quand méme une portion de l'autre phase.

Le dernier champ externe qu'il serait intéressagtudier est I'irradiation par un laser

femtoseconde car il allie I'effet photophysiqueldeadiation au laser, a savoir un effet Kerr
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sur les molécules qui les alignent toutes les wezdére les autres, a l'effet de bulles de
cavitation, le principal inconvénient est le coltrdontage.

Il serait vraiment intéressant a présent de congpesd’'un point de vue théorique
comment agissent ces champs externes, il sembbpuaitle champ électrique ou encore
I'irradiation lumineuse agisse sur la densificataes molécules, confirmant ainsi la théorie
de nucléation en deux étapes de Kashchiev. Lessalts eux, ont plutdt I'air de s’apparenter
a une agitation donc agissant plutot sur le fadbgdrodynamique du milieu. Par contre dans
le cas d’'une irradiation lumineuse par un laseraaréation d’un champ électrique intense
trés localisé qui a un effet Kerr sur les molécylesvoquant ainsi leur alignement, ce qui
aurait donc plutét un effet sur I'arrangement omtbles molécules de la deuxieme étape de
la théorie de Kashchiev.

L’application d’'un champ externe, quelgue soit lamp externe agissant sur la
nucléation, semble confirmer la théorie de nuobéaéin deux étapes proposée par Kashchiev,
reste a déterminer les équations thermodynamiquenétigue de ces deux étapes, pour
pouvoir étudier l'influence de ces champs sur igemntes équations.

On dispose a présent de trois champs externesppowvwquer la nucléation au sein de
la zone métastable, ce qui pourrait s’avérer ttde pour la recherche des conditions de
cristallisation et de nouvelles phases.
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Annexes

Annexe 1: Préparation d’'un tampon acétate

Afin de préparer 1L de tampon acétate, on utilise %'acide acétique a 100% que
I'on dilue dans 800mL d’eau distillée, on ajustsute le pH de la solution avec une solution
de soude (NaOH), par ajout de petits volumes. Luardg pH souhaité est atteint, on ajuste le
volume du tampon a 1L avec de I'eau distillée.

On vérifie le pH final avant de se servir du tampon

Ce tampon doit étre conservé au frigo pour évieprolifération des bactéries, et
avant chaque utilisation, on revérifie le pH.
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Annexe 2: Calcul de nombre de Reynolds et des pertes dearlges
pour le montage microfluidique.

Le nombre de Reynolds

Le nombre de Reynolds nous est donné par I'équativante :
oz VL _ pVL

v H
Avec V la vitesse d’écoulement (m/s) qui est égaleapport du débit Q sur la surface
d’écoulement S.
L, le diametre du tuyau
v, la viscosité cinématique qui est égale au rapgeta viscosité dynamique
et de la masse volumiqe
Sachant que le diameétre interne du tube est dendy38t que le diametre interne du
canal de la puce est de 0,5mm, que le débit dedagpaqueuse est de 0,3mL/h dans le tube et
0,6mL/h dans la puce, celui de I'huile est de 1,4mEt enfin queleau= 1,002.1C Pa.s Hhuike
= 0,1Pa.Speau= 1000kg/m et pruie = 1102kg/m.
Voici les valeurs de Re obtenues pour I'écoulendenta phase aqueuse dans les tubes
et dans la puce microfluidique et I'écoulement’taile silicone dans le tube et dans la puce :

Re Eau Huile
Tube 0,28 0,014
Canal puce 0,42 0,011

On voit bien qu’avec des valeurs de Re<1, on acmulément laminaire que ce soit
dans le tube d’alimentation de la puce ou bien dapsice elle-méme.

La perte de charges

On se place dans le cas d’'une cellule de Hele-Sirawa largeur de la cellule est trés
grande devant sa hauteur (fig.64). Ce qui n’estypaisnent notre cas, mais nous donne une
idée de I'ordre de grandeur de la perte de charges.

Figure 64 : Schéma d’'une cellule de Hele-Shaw

La perte de chargeAP, nous est donnée par I'équation suivante :
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Avec, L la longueur du canal
m, la viscosité dynamique
Q le débit
b la hauteur du canal

et w la largeur du canal, dans notre cas, b =dametre cité plus haut.
Voici les valeurs qu’on obtient :

AP (Pa) Eau Huile
Tube 19,22 4476,13
Canal puce 0,80 186,67

Les pertes de charges sont peu importantes eni@@mgerne I'eau, par contre pour 'huile,
la perte de charges est assez importante danbde @ependant la perte de charges dans le
canal de la puce est suffisamment faible pour gyardssion exercée par le pousse-seringue,
afin de la compenser, soit supportée par la pudeDmsS.
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Annexe 3: Fabrication d’'un moule pour puce microfluidique en
PDMS

Il faut avant tout sécher et déshydrater le walleiiem 3 qui va accueillir le moule
pour la puce microfluidique en PDMS.

En suite on dégaze la résine SU-8 2100 de Midroclamelle est tres visqueuse et il
ne faut aucune bulle d’air lors du dép6t sur leenaf

On dépose ensuite une couche de résine sur le,wafsr une épaisseur de 250um, a
I'aide d’un spin-coater (tournette) ayant une \ggede 1000tr/min.

On cuit une premiére fois la résine, on appelléecatisson avant réticulation le soft-
bake, a 65°C pendant 10min puis a 95°C pendantr6Omi

On effectue ensuite un deuxieme dép6t de résindigie au premier, de 250*M a
1000tr/min au spin —coater.

Et on cuit une deuxiéme fois la résine a 65°C pehtlamin et 95°C pendant 60min.

Une fois la résine pré-cuite, on doit 'exposer ti@vers d’'un masque représentant la
forme désirée, sous une lampe UV (365nm) pour umeegée totale de 600mJ/cmz, ce qui
donne un temps d’exposition de I'ordre de 6min.

Il faut ensuite cuire la résine, le post-exposualkeeh pendant 1

min a 65°C et 30min a 95°C.

La derniére étape est I'étape de révélation, pela an plonge le wafer dans un bain
de révélateur de Microchem, que I'on peut remplg@ardu lactate d’éthyle ou de l'alcool
diacétone. Il faut agiter pendant environ 30mirsgjua ce que toute la résine non réticulée
Soit partie.

Il faut faire un dernier rincage dans un bain deetl®ppeur propre, avant de rincer a
I'isopropanol et de sécher sous un flux d’azote.
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Annexe 4: Procédure de décapage des tubes 20uL du multi-psi

Il faut commencer par rincer chaque tube avec e®ul’chaude, pour dissoudre les
cristaux qui auraient pu se former au sein degisolsi présentes dans les tubes.

Ensuite, on fait un rincage au chloroforme poureeat toute trace d’huile de
paraffine.

Puis on met les tubes a tremper dans un bain deangelsulfo-chromique, pour
supprimer les traces organiques dues aux prot@mésgntes en solutions. On laisse les tubes
dans le bain pendant toute une nuit.

Le lendemain, on sort les tubes du mélange sulforsigue et on les rince a I'eau
distillée. Il faut faire attention a bien vider legbes du mélange sulfo-chromique avant de les
rincer a I'eau distillée, car le mélange sulfo-chigue réagit de facon trés exothermique avec
I'eau.

Enfin on place els tubes dans une céramique que ifisere dans un four haute
température, pour les chauffer jusqu’a 900°C afirsdblimer toutes éventuelle trace restante
dans les tubes.

On les laisse une heure dans le four, puis oraiesd refroidir avant de la manipuler
pour les ranger !

Eve REVALOR These de l'université Paul Cézanne 130
Nucléation en présence de champs externes




Annexe 5: Test d’activité du BPTI

Le BPTI étant une molécule inhibitrice, pour tesden activité, il faut donc tester
I'activité de la protéine qu’il inhibe, en fonctiate la concentration en BPTI On teste donc
I'activité d’'une solution de Trypsine en fonctioe th concentration en BPTI présent dans
cette solution.

La trypsine a une activité sur la BAEBN,Benzoyl-L-arginine 4-nitroanilide
hydrochloride CisH22N4O3) qui en présence d’eau donne lgBénzoyl-L-arginine et de
I'éthanol. :

BAEE + H,O M» N-Benzoyl-L-arginine + éthanol

On teste ensuite la présence dgBenzoyl-L-arginine par spectroscopie UV. Sa
concentration nous indique la fraction de trypsqe lui a permis d’exister. Donc par
soustraction de la concentration en trypsine detéxala concentration qui a réagit pour
donner la N-Benzoyl-L-arginine, on sait quelle est la propmmtde trypsine qui a été inhibée
par le BPTI et donc la proportion de BPTI qui a angvité.

Activité relative (u.a.)
1

0,6

o2¢ oI

Temps d'irradiation (min)

Figure 65: Activité du BPTI en fonction du temps d’irradiation des solutions
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Résumeé

Dans le domaine de la chimie pharmaceutique lgadisation des principes actifs ou
intermédiaires est une étape importante, c’'est glieva contrbler les propriétés physico-
chimiques du solide obtenu. La premiére étape dmistallisation, la nucléation, peut étre
lente, difficile ou perturbée par I'apparition deiiautre phase, solide ou liquide, indésirable.
L'obtention du premier cristal et la recherche damiveaux polymorphes nécessitent de
longues et onéreuses études.

Avec pour objectif de rationaliser ces recherches cdnditions de cristallisation nous
proposons, dans le cadre de cette thése, I'étudedéiveloppement de nouvelles techniques
de cristallisation sur de faibles volumes (du nLnall) en présence d'un champ externe. Par
champ externe, on entend en présence d'un charopigtie, d'un faisceau lumineux ou
d’'ultrasons. Il s’agira d’étre capable de provodiaenucléation de maniére localisée dans le
temps et I'espace au sein de solutions métastadfiasde pouvoir I'observer et de mieux
comprendre le mécanisme d'apparition du premistadri

Mots clé: Nucléation, Germination, Champ externe, Prin@péf pharmaceutigue, Champ
électrique, Irradiation lumineuse, Ultrasons.

Abstract: Nucleation under external fields

In the field of pharmaceutical chemistry the crifstation of the active ingredient or
intermediate is an important stage, it is goingdotrol the physico-chemical properties of the
solid obtained. The first stage of the crystalimat the nucleation, can be slow, difficult or
disturbed by the appearance of another unwanteseplsalid or liquid. The obtaining of the
first crystal and the research for new polymorpbsdilong and expensive studies.

Our aim is to rationalise these researches onatlysttion conditions, for that we propose, in
this PhD thesis, the study and the developmente®f arystallization techniques on small
volumes (from nL to mL) under an external field. Asternal fields we mean under an
electric field, a light or ultrasounds irradiatio/e will be able to enhance nucleation. We
want to control spatial and temporal localisationtiee nucleation event in metastable
solutions, in order to observe and better undedstdwe mechanism of the first nucleus
appearing.

Key words Nucleation, External field, Active pharmaceutigadredient, Electric field, Light
irradiation, Ultrasounds.
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