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Nomenclature

ac Coefficient d’accommodation (-)
An Constante de vitesse de nucléation (section interne) n/s/m’
As Surface totale de sublimation d’un flacon m’
Av Surface externe de la section droite d’un flacon m?
aw Activité de I’eau d’un produit adimensionnel
B Contante de la vitesse de croissance des nucléi °C?
bo Constante de Boltzmann J/K
. , kmol/m’ ou
C Concentration en soluté kmol/kg
C constante de 1’équation de B.E.T (-)
Cpes Capacité calorifique apparente de la couche séche J/kg/K
Cpeau Capacité calorifique de 1’eau J/kg/K
Cpg ou Cpeg Capacité calorifique de la glace J/kg/K
Cpms Capacité calorifique intrinseque de la couche seéche J/kg/K
CPfiacon Capacité calorifique du flacon J/kg/K
Csonde Constante de la sonde a choc m’
Dy Diffusivité massique de Fick m’/s
De Diffusivité effective de 1I’eau d’insertion dans la matiere m’/s
séche
Dy Diffusivité de Knudsen de la vapeur d’eau m’/s
Dy e Diffusivité moléculaire effective de la vapeur d’eau m?/s
d_ Diametre des pores de la mati¢re seche M
P
D, Diffusivité moyenne pondérée m’/s
Dy Diffusivité moyenne effective pondérée m°/s
Ea Energie d’activation J/mol
Eair Epaisseur de la couche d’air sous le flacon M
€es Epaisseur de la couche séche M
e, Epaisseur de la couche seche a sa valeur maximale M
€ o Epaisseur de la couche congelée M
e cg Epaisseur critique de la couche congelée M
Cs Emissivité de la surface de ’étageére (-)
ey Emissivité du flacon (-)
F Facteur de forme (radiation) (-)
F Facteur de forme (diffusion) (-)
Fruite Taux de fuite intrinseque du lyophilisateur Pa/s
H Coefficient thermique de convection W/m?/K
H Enthalpie J/kg
HRR Humidité résiduelle requise (base humide) %
K Constante de I’équation de Taylor Gordon (-)




k (ATG) Constante de calibration J
k Conductivité thermique de la couche congelée W/m/K
K, Coefficient de transfert de chaleur par conduction a travers| W/m?*K
la couche de gaz
K. Coefficient de transfert de chaleur par contact direct W/m?K
flacon étagére
K, Coefficient de transfert de chaleur par rayonnement W/m?/K
Kd Composante du coefficient global de transfert de chaleur Pa’
Kv
Kn Nombre de Knudsen (-)
Kp Composante du coefficient global de transfert de chaleur | W/m?*K/Pa
Kv
Krad Coefficient de transfert de chaleur par rayonnement W/m?/K
Kv Coefficient de transfert de chaleur global W/m?*K
ky Constante cryoscopique de I’eau Kkgde
solvant/kmole
! Libre parcours moyen des molécules de gaz M
Leong Epaisseur de la couche congelée M
l, Distance équivalente moyenne séparant 1’étagere du M
flacon
Ly Epaisseur initiale de la couche congelée M
Lsep Longueur équivalente moyenne de la couche d’air entre le M
fond du flacon et I’étagere
,;1 Débit massique de sublimation kg/s
Mo / Meau Masse molaire de 1’eau ou du soluté kg/kmol
/Ms
M (ATG) Masse molaire de la vapeur kg/kmol
N Nombre de flacons utilisés lors de la lyophilisation (-)
Na Nombre d’avogadro
Pc ou Py Pression totale dans la chambre de lyophilisation Pa
Peq Pression de vapeur d’équilibre de la glace au niveau du Pa
condenseur
Pexperimental Pression totale dans 1’enceinte de lyophilisation obtenue Pa
expérimentalement
P, Pression d’intrusion du mercure Pa
Pi/Py(T;) Pression partielle d’eau a I’interface Pa
Pi0 Pression partielle d’eau a I’interface avant fermeture de la Pa
vanne de séparation
Pinerte Pression partielle des gaz inertes dans I’enceinte de Pa
lyophilisation
P’ Pression partielle d’eau dans I’enceinte de lyophilisation Pa
P’i Pression partielle de la vapeur d’eau a I’interface Pa
Pv Pression totale dans le flacon Pa
P’vap pression partielle de vapeur d’eau mesurée par Pa
I’hygrometre
Pv.sat pression de vapeur saturante Pa
Po Pression de vapeur d’équilibre de la glace a I’interface de Pa

sublimation




Po (ATG) Pression de vapeur d’équilibre solide/vapeur ou Pa
liquide/vapeur
Q Flux de chaleur W/m?
Qr Flux transmit par rayonnement W/m?
0°., flux de chaleur volumique W/m’
Jads quantité de gaz adsorbée en g par masse d’échantillon (-)
R Rayon interne du flacon M
R Constante des gaz parfaits J/kmole/K
Rc Résistance au transfert de matiére a travers le| Paskg'
lyophilisateur
Rp Résistance au transfert de maticre de la couche seche Pa.s.kg’
Rp0 Résistance au transfert de matiere a e..=0 Pa.s.kg']
) Résistance au transfert de maticre de la couche seéche Pa.m”.s.kg’
R, normalisée
Rs Résistance au transfert de matiere due au bouchon Pa.skg’
Rt Résistance totale au transfert de matiére Pa.s.kg'1
Ty Température du produit au fond du flacon K ou °C
Tcs Température maximale de solidification complete Kou °C
Tc/Teoltapse Température de collapse K ou°C
T condenseur Température du condenseur K ou °C
Te ou Ty Température eutectique K ou °C
Td Température maximale pour le lyophilisat K ou °C
Tetagere OU Température du fluide circulant dans les étageres K ou °C
Tshelr
Trou T Température de fusion K ou °C
Tgmel Transition vitreuse d’'un mélange K ou°C
TgouTg’ Transition vitreuse de la phase cryoconcentrée au Kou°C
maximum
Ti/Teq Température du front de sublimation K ou°C
Tig Température du front de sublimation avant fermeture de la K ou°C
vanne de séparation
Tim Température minimale de fusion commencgante K ou°C
T’im Limite absolue de la température K ou °C
To Température du milieu extérieur au flacon K ou°C
Tm Température de fusion K ou °C
Tn Température du nucléation K ou°C
Tsherr Température du fluide circulant dans les étageres K ou °C
TsN Température de nucléation spontanée K ou°C
Tss Température a la surface de la couche seéche K ou °C
Trans température du produit lors du changement de phase Kou°C
pendant la congélation
Tv Température du mélange gazeux dans la chambre de Kou°C
lyophilisation
Tg Température de transition vitreuse K ou °C
\Y Volume de la chambre de lyophilisation m’
\Y vitesse de rampe de chauffe (°C/min)




Vs Vitesse de déplacement du front de sublimation m/s
x) Fraction molaire de vapeur d’eau dans le flacon -
X, (T) Fraction massique de la glace kg/kg
Xl Fraction massique de la glace au maximum, base seche kg/kg
X(t) Fraction massique d’eau en base seche kg/kg
Xm Teneur en eau de la monocouche de I’équation de GAB kg d’eau/kg de

matiére seche

Nomenclature grecque

o Coefficient d’efficacité pour le transfert de chaleur (-)
Olig Angle de contact mercure/produit (-)
AHf Enthalpie de fusion Jkg
AHs enthalpie de sublimation Jkg
AT Gradient de température entre le fond du produit congelé Kou°C

et le front de sublimation ou degré de surfusion
ATy abaissement cryoscopique Kou°C

At Temps €écoulé entre deux prélevements d’échantillon S
Atyeq Temps écoulé entre deux tests PRA ]

Az Epaisseur de I’interface de sublimation m

€ Porosité de la zone séche ()

€ flacon Emissivité thermique du flacon ()

€g Fraction de glace/masse totale (-)
€ Emissivité thermique d’une source chaude )

Y Tension superficielle (N/m)

A Conductivité thermique globale de la formulation W/m/K
Nair Conductivité thermique du gaz sous le flacon W/m/K
Aeg Conductivité thermique de la couche congelée W/m/K

Aes OU Conductivité thermique de la couche seche W/m/K
7blyophilisat

Acau Conductivité thermique de I’eau W/m/K

Aoaz Conductivité thermique de la vapeur d’eau sous vide W/m/K

Ao Conductivité thermique de la vapeur d’eau a pression W/m/K

atmosphérique

As Conductivité thermique apparente de la matiére séche W/m/K

Ao conductivité thermique moléculaire de la vapeur d’eau W/m?/Pa/K
Dgaz Masse volumique du gaz environnant les flacons kg/m’

D¢ ou Peong Masse volumique de la glace kg/m’

Ds Masse volumique apparente de la couche séche kg/m’

Dsi Masse volumique intrinséque de la matiére séche kg/m’
g’ Concentration de la phase cryo-concentrée au maximum kg/kg

(base humide)

(ON fraction massique de matiére seche (base humide) kg/kg

c Constante de Boltzmann W/ m? /K"

T Tortuosité de la matrice poreuse (-)

Ly Viscosité de la vapeur d’eau sous pression réduite Pa.s
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INTRODUCTION

La lyophilisation est une opération de déshydratation a basse température et a basse
pression qui consiste a éliminer principalement par sublimation, la majeure partie du solvant
contenu dans un produit. Par abaissement de ’activité du solvant, les vitesses de réactions
chimiques ou biochimiques peuvent alors étre fortement ralenties et, par conséquent, une
conservation a long terme du produit est possible. Dans leur grande majorité, les formulations
pharmaceutiques destinées a €tre lyophilisées sont des solutions aqueuses. Dans ce cas, 1’eau
est typiquement le seul solvant qui doit étre éliminé par sublimation puis par désorption.
Cependant, il existe des cas ou la lyophilisation & partir d'un solvant organique ou d'un
mélange d'eau et de co-solvant organique présente de nombreux avantages par rapport a la
lyophilisation a partir d'un milieu aqueux, notamment lorsque le principe actif (PA) destiné a
étre stabilisé est quasi insoluble dans I’eau. Le systeme de co-solvant organique qui a été le
plus largement étudi¢ est certainement le systeme tert-butanol + eau. Teagarden et Baker
(2002) ont passé en revue les différents travaux de recherches qui ont utilisé ce mélange (tert-
butanol + eau) en présentant en détails ses différents avantages et ses inconvénients. Les
principaux avantages a ’utilisation du systeme tert-butanol + eau sont ’augmentation de la
solubilit¢ du produit, 1'augmentation de la vitesse de sublimation et, par conséquent, la
diminution du temps de séchage et une amélioration des propriétés de reconstitution.

La premicre partie de la thése fait suite aux travaux de thése de Rim Daoussi et al. (2009)
qui ont étudié la lyophilisation d’un principe actif pharmaceutique fourni par Sanofi
Montpellier a 1’aide du mélange eutectique a 90% de TBA (co-solvant) + 10% d’eau (%
massique). Pour cette composition eutectique, ces auteurs ont observé des cinétiques de
séchage tres rapides et, par conséquent, une forte diminution de la durée de I’étape de
sublimation. Afin d’expliquer la diminution des temps de séchage, les données
thermodynamiques telles que les pressions de vapeur a 1’équilibre solide/vapeur et I’enthalpie
de sublimation ont été déterminées expérimentalement par ces mémes auteurs [ Bogdani et al.,
2011]. Ces données thermodynamiques absentes dans la littérature sont des données clef pour
la modélisation des vitesses de sublimation et donc des temps de séchage. La détermination
expérimentale de ces données thermodynamiques a été effectuée par deux méthodes
différentes. Une méthode de détermination classique appelée la méthode Statique et une
nouvelle méthode originale: la méthode Thermogravimétrique. L’utilisation de Ia
méthode Thermogravimétrique, comme technique rapide de détermination de ces données
thermodynamiques a ét¢ implémentée pour des corps liquides et solides purs. De plus, cette
méthode a aussi été validée pour les mélanges particuliers qui présentent une composition
azéotropique/eutectique comme c’est le cas du systeme a 90% de TBA +10 % d’eau [Bogdani
etal., 2011].

Dans toutes les études utilisant le TBA comme co-solvant, seule la formulation organique a
pu étre étudiée, puisque, du fait de la faible solubilité des PA dans I’eau la formulation
aqueuse n’a pas pu étre réalisée. Ainsi la deuxiéme partie de notre travail de recherche a
consisté, dans un premier temps, a choisir un principe actif mod¢le insoluble dans 1’eau qui a
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pu étre formulé avec une solution a base aqueuse. Ce principe actif modéle est ’ibuproféne
(solubilité dans I’eau < 1mg/ml). Le produit commercial lyophilisé a partir d’une base
aqueuse (CALDOLOR) est utilisé par les hopitaux et administré par injection intraveineuse.
La formulation aqueuse (1g) comporte 100 mg d’ibuproféne et de 1’arginine avec un ratio
molaire ibuprofene/arginine 1/1. L’ajout d’arginine augmente drastiquement la solubilité de
I’ibuproféne dans ’eau et rend ainsi possible la lyophilisation avec une formulation a base
aqueuse. Dans un deuxieme temps, une formulation organique (tert-butanol + eau) de
I’ibuproféne a été réalisée. Cette formulation organique respecte le ratio molaire
ibuprofene/arginine 1/1 et a été réalisée a partir du mélange a 20% de tert-butanol + 80%
d’eau (% massique). Une étude comparative approfondie a pu étre effectuée a différents
stades de la fabrication de I’ibuproféne lyophilisé pour les deux formulations étudiées. Ainsi
I’étude comparative a ét¢ menée sur 1’étape de formulation, sur le procédé de
lyophilisation (congélation, sublimation, désorption) et sur les propriétés finales du produit
(humidité, réhydratabilité, aspect, couleur). Par ailleurs, 1’optimisation des parametres
opératoires de 1’étape de sublimation de I’ibuproféne a base organique a été aussi effectuce
par la méthodologie du Design Space.

Dans le procédé de lyophilisation, I’étape de sublimation est 1’étape la plus longue et la
plus consommatrice d’énergie. On peut rencontrer dans 1’industrie pharmaceutique des cycles
de lyophilisation de 1’ordre de 130 heures ce qui représente un cotit énorme en énergie et, de
plus ceci limite surtout la productivité du site. Ainsi une des solutions pour augmenter cette
productivité et ainsi répondre a la demande croissante de produits pharmaceutiques
lyophilisés, est d’investir dans I’achat de nouveaux lyophilisateurs afin d’augmenter la
capacité de production. Cependant ces investissements sont lourds et viennent augmenter le
colt du procédé de lyophilisation. La deuxiéme solution pour augmenter cette productivité est
d’optimiser la durée du cycle de sublimation, durée qui n’est pas souvent optimisé dans
I’industrie. En effet, I’optimisation de I’étape de sublimation demande une étude approfondie
de tous les facteurs qui peuvent influencer la durée de ce cycle. Il parait donc évident que la
I’étude expérimentale et la modélisation de I’étape de sublimation représente un enjeu majeur
pour les industriels en vue de 1’augmentation de la productivité tout en maintenant les
nombreux facteurs de qualité du lyophilisat final. Afin de réduire les cofits souvent importants
de recherche et développement au stade du pilote, dans la derniére partie de la thése nous
avons simulé¢ et modélisé sous Comsol cette étape essentielle de sublimation. Cette
modélisation physique basée principalement sur 1’hypothése d’une sublimation limitée par le
transfert thermique a permis d’estimer et de visualiser, pour des conditions opératoires Tgheir €t
P, fixées, ’avancement du front de sublimation en fonction du temps et la durée totale de
cette étape clef.
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1. Bibliographie.

Ce travail bibliographique permet de poser les bases de la lyophilisation des produits
pharmaceutiques. Aprés un rappel des principes de la lyophilisation, nous présenterons les
parametres clés du procédé ainsi que les mécanismes de transferts de matiere et chaleur,
habituellement retenus pour [’analyse et la compréhension des nombreux processus
¢lémentaires rencontrés. Une grande partie de ce travail bibliographique est consacrée a la
lyophilisation des produits pharmaceutiques en milieu organique qui est le sujet méme de la
these.

1.1 Principe de la lyophilisation.

La lyophilisation appelée autrefois cryodessication, est une opération de déshydratation a
basse température et a basse pression qui consiste a ¢liminer principalement par sublimation,
la majeure partie de I’eau contenue dans un produit. Par abaissement de 1’activité de 1’eau, les
vitesses de réactions chimiques ou biochimiques peuvent alors étre fortement ralenties. Par
conséquent, une conservation a long terme du produit est possible.

Cette technique s’avere la plus adaptée, et parfois la seule possible, pour les produits
sensibles a la chaleur tels que les produits pharmaceutiques (le plasma, les vaccins, les
sérums, les antibiotiques, les hormones, les vitamines, les préparations enzymatiques, etc.).
De plus, cette technologie conduit a un lyophilisat (produit sec) sous forme de poudre
microporeuse et hygroscopique dont la réhydratation est quasi-instantanée. La lyophilisation
s’est largement développée pendant et apres la seconde guerre mondiale dans le domaine des
produits sanguins ainsi que dans I’industrie alimentaire (café). Elle s’est ensuite étendue aux
produits pharmaceutiques car c’est le plus souvent la meilleure méthode - voire la seule - pour
stabiliser et conserver les produits chimiques ou biologiques thermolabiles qui présentent des
risques de détérioration a la chaleur. Les lyophilisats peuvent étre d’usage parentéral (injecté a
I’homme), oral, ophtalmologique ou encore a la base des réactifs utilisés dans les kits de
diagnostic de certaines maladies.

Le procédé de lyophilisation est composé de 3 étapes principales, successives et
indissociables [Wang 2000] :

e La congélation qui transforme 1’eau libre en cristaux de glaces ;

e La dessiccation primaire (sublimation) qui permet de sublimer les cristaux de glace
formées ;

e La dessiccation secondaire (désorption) qui €limine 1’eau liée et non congelée adsorbée
a la surface des pores de la matiére séche ou incluse dans la masse du lyophilisat.

La figure 1.1 ci-dessous schématise le procédé de lyophilisation dans le diagramme d’état
de I’eau pure. A partir de 1’étape de congélation (trajet A) qui se déroule généralement a
pression atmosphérique, il sera donc nécessaire en premier lieu d’abaisser la pression de
vapeur d’eau dans 1’enceinte au-dessous du point triple (trajet B). Puis la glace est sublimée
en maintenant la température de celle-ci inferieure a sa température de fusion (trajet C).
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La zone de sublimation correspond donc a la zone des basses pressions de vapeur d’eau et des
faibles températures, en dessous du point triple de 1’eau (610 Pa ; 0,01°C). Dans le cas ou un
soluté est dissous dans 1’eau, les courbes délimitant chacune des phases dans le diagramme
d’état (InP, T) sont légerement décalées [Marin et René 2008]. En effet, les solutés induisent
un abaissement cryoscopique qui correspond a une diminution de la température de

congélation commengante ce qui déplace les coordonnées du point triple (P, T) par rapport a
celle du solvant pur (eau pure).
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Figure 1.1 : Diagramme d’état de I'eau pure.

L’abaissement cryoscopique pour une solution trés diluée est défini selon la loi de Raoult
[Franks 1985] :

=
a

AT, ==* (Eq 1-1)

AT, : abaissement cryoscopique (K)

k,, : constante cryoscopique de I’eau (K.kg de solvant/ kmol)

C : concentration (kg de soluté/kg de solvant)
M; : masse molaire du soluté (kg/kmol)
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Le schéma ci-dessous illustre 1’évolution des températures et de la teneur en eau lors des 3

¢tapes de lyophilisation.
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Figure 1.2 : Evolution schématique de la température et de la teneur en eau au cours du

procédé de lyophilisation selon [REY 1999]

Tcs : température maximale de solidification compléte (°C)
Tim : température minimale de fusion commencante (°C)
T’im : limite absolue de la température (°C)

Td : température maximale pour le lyophilisat (°C)

HRR : humidité résiduelle requise (%)
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1.2 Le lyophilisateur.

En général, un lyophilisateur est composé de deux parties [Oetjen et Haseley 2004, Pikal
2002] : une chambre de lyophilisation avec des étageres a température controlée par le fluide
caloporteur (sublimation) ou réfrigérant (congélation) et un condenseur pour séparer la vapeur
d’eau a des températures trés basses variant entre -50°C et — 80°C (cf. figure 1.3). Les deux
chambres sont reliées par un tube de gros diamétre pour assurer le passage de la vapeur d’eau,
tube parfois équipé d’une vanne a fermeture rapide. Une pompe a vide ou plusieurs en série
sont présentes afin d’assurer le vide dans tout le systéme. Le produit a lyophiliser (principe
actif) est introduit sous forme de solution aqueuse dans des flacons spécialement congus pour
la lyophilisation. Les flacons sont posés sur les différentes étageres et sont munis de bouchons
qui permettent le passage de la vapeur d’eau de l’intérieur du flacon vers la chambre de
lyophilisation. Puis, 1’eau qui est sublimée durant la phase de dessiccation primaire, est
condensée sur les parois froides du condenseur dans la chambre de condensation.

; Chambre
Fluide Condenseur
Caloporteur

Chambre de |
Iyophilisation |

o
ARAAAAAAAA

——
LY Y Y Y Y Y

amh.nh
Asasasaana
-50 to 60 °C

\ 1 £y
A : b e
Condenseur Refrigeration 5, 1530 5 10° mbar?-“.:ﬂ,;

Figure 1.3 : Lyophilisateur pilote SMH 45 USIFROID (Lagep).

Plusieurs variables opératoires (température d’étagere, pression de la chambre, vitesse de
congélation) sont a déterminer précisément afin d’assurer les bonnes propriétés d’usage du
produit lyophilisé appelé lyophilisat (porosité, aspect, couleur, etc). Cet aspect sera développé
en détail dans la suite de la partie bibliographique.
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1.3 Les étapes de lyophilisation.
1.3.1. La congélation.

1.3.1.1 Cristallisation de la glace. Notion de surfusion.

La congélation représente la premicre étape de la lyophilisation. En pratique, lors du
refroidissement d’une solution aqueuse, I’eau reste a 1’état liquide jusqu’a des températures
bien inférieures a la température d’équilibre thermodynamique de cristallisation de 1’eau,
jusqu’a des valeurs avoisinant les -15 °C. Ce phénomene est appelé surfusion et le degré de
surfusion est défini comme [I’écart entre la température de fusion a 1’équilibre
thermodynamique (Ty) et la température a laquelle il y a apparition spontanée des premiers
cristaux de glace (nucléis), notée Ty (figure 1.4).

Temperature
_ll' .

refioicizzement de la
zolution Licuide

refroicdizzement
du zolide

TsMN |- —a
f

surfusion

|

Temps=
solicdification I

Figure 1.4 : Mise en évidence du phénoméne de surfusion

La cristallisation de la glace est un phénoméne fortement exothermique, qui s’accompagne
d’une remontée en température du produit (figure 1.4). Dans la solution aqueuse, la formation
des premiers cristaux de glace induit la cryoconcentration des solutés au sein d’une phase de
plus en plus visqueuse, jusqu’a la solidification totale (cristalline ou amorphe) de cette phase,
aussi appelée ‘matrice’. Le degré de surfusion est trés important car il détermine la
morphologie des cristaux de glace (forme, taille, nombre) et, par conséquent, la texture (taille,
forme) des pores du lyophilisat. Un grand degré de surfusion (congélation rapide) aura pour
conséquence la formation d’un grand nombre de cristaux de petite taille [Pikal 2002]. Ceci a
une conséquence directe sur I’étape de sublimation. En effet, une faible porosité de la matrice
amenera une limitation du transfert de masse de la vapeur d’eau et donc conduira a des temps
de sublimation trés importants. Pikal (2002) préconise une surfusion modérée et uniforme
dans I’ensemble de la solution sous-refroidie ainsi qu’une vitesse de croissance rapide des
cristaux. Ainsi le protocole optimal de congélation consiste tout d’abord a refroidir la solution
a -5°C puis de la laisser reposer pendant 15 a 30 minutes, avant de la soumettre enfin a une
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rampe de refroidissement dite modérée de 1°C/min jusqu’a -45 °C. De maniére générale, la
taille des cristaux est inversement proportionnelle au degré de surfusion [Searles et al., 2001].
Un trop faible degré de surfusion peut conduire a la formation de gros cristaux de glace. Ceci
aura pour conséquence une diminution de la surface spécifique des pores du lyophilisat donc a
une diminution de la vitesse de réhydratation de ce dernier. Il faut donc trouver un compromis
entre un temps de sublimation le plus court possible (coflits opératoires) et une réhydratation
rapide du produit lyophilise.

1.3.1.2  Etat cristallin ou amorphe.

Lors de la I’étape de congélation, la croissance des cristaux de glace de proche en proche,
épuise le liquide de la phase interstitielle avoisinante (cryoconcentrat) qui devient de plus en
plus concentrée en solut¢ et pauvre en eau [Daoussi 2008]. L’augmentation de la
concentration des solutés a pour conséquence une augmentation rapide de la viscosité,
freinant ainsi le phénomene de cristallisation de la glace jusqu’a ’empécher complétement
[Chouvenc 2004]. Cette solution viscoélastique peut alors se transformer soit en un solide
cristallin soit en un solide amorphe. Dans le premier cas, le composé cristallin, ayant la
solubilité la plus faible, forme avec les cristaux de glace un mélange solide. La température
augmente jusqu’a la température de cristallisation de I’eutectique (Te,) comme le montre la
figure 1.5 pour le systeme chlorure de sodium/eau. L’eutectique est défini comme étant un
mélange de deux ou plusieurs composés cristallins solides présentant certaines propriétés
physiques identiques a celles d’un corps pur, [Nail et Gatlin 1993, Gieseler 2004].

a f
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Figure 1.5 : Profil thermique lors de la congélation d’un systéme cristallin eau/chlorure de
sodium [Nail et Gatlin 1993].

Lorsque la solution concentrée atteint des viscosités de Iordre de 10'* a 10" Pa.s, elle est
alors a I’état vitreux [Roos et Karel 1993, Roos 1995]. Cette transition progressive intervient
autour d’une température dite ‘température de transition vitreuse’ notée T’g_ La structure
amorphe obtenue appelée verre se situe sur le plan microscopique entre I’état liquide et 1’état
cristallin car elle correspond a la prise en masse d’un liquide, sans changement d’état au sens
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thermodynamique du terme ou au niveau de I’organisation moléculaire (sans formation de
cristaux)
La figure 1.6 décrit le profil thermique lors de la congélation d’un systéme amorphe.
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Figure 1.6 : Profil thermique lors de la congélation d’un systéme amorphe [Nail et Gatlin
1993].

1.3.1.3  Intérét de I’état amorphe pour la lyophilisation.

De nombreuses ¢tudes de solubilit¢ menées avec différents principes actifs

pharmaceutiques (PA) ont mis en évidence la potentialité de la phase amorphe en terme
d’amélioration de la vitesse de dissolution [Daoussi 2008]. L’une des premieres études
rapportée dans la littérature en 1960 concerne la novobiocine. Cet antibiotique destiné a traiter
les staphylocoques est insoluble dans 1’eau a 1’état cristallin. Mullins et Macek (1960) ont pu
montrer que [’absorption est bien meilleure lorsque la novobiocine est amorphe car sa
solubilité est alors multipliée par un facteur 10. Des études comparatives de solubilité des
phases amorphes et des phases cristallines correspondantes ont été effectuées ¢galement pour
I’indométacine [Imaizumi et al.,1980], la céfalexine [Egawa et al.,1992]. Dans chaque cas, ces
¢tudes ont permis d’observer une meilleure solubilité de la phase amorphe vis-a-vis de la
phase cristalline.
L’autre grand intérét de 1’état amorphe est que sur le plan cinétique le ‘verre’ est considérée
comme une structure stable sur des périodes de temps de I’ordre de grandeur de la durée du
procédé [Papon et Leblond 1990]. Les mouvements moléculaires et toute réaction chimique
ou biologique sont stoppés ou du moins considérablement ralentis, empéchant ainsi la
dégradation du produit.

1.3.1.4 Cristallisation des excipients.

Les excipients sont les composées de la formulation du médicament autres que le principe
actif (PA). Ils sont utilisés comme stabilisateur, comme tampon, ou pour donner des
caractéristiques spécifiques au médicament comme le gout ou la couleur [Pikal 2002]. Les
agents stabilisateurs intervenant lors de 1’étape de congélation sont appelés ‘cryoprotecteurs’
tandis que ceux qui interviennent pendant 1’étape de dessiccation sont appelés lyoprotecteurs.
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En général, les grosses molécules telles que les protéines (soluté) ont tendance a rester a 1’état
amorphe, mais d’autres composés de la formulation (excipients) peuvent cristalliser. Cette
cristallisation est favorisée par une concentration ¢levée et par une faible vitesse de
congélation [Tang et Pikal 2004]. Etant donné que les protéines sont assez sensibles aux
changements de pH et qu’elles ne sont stables que dans des domaines relativement étroits, il
est important d’éviter la cristallisation des tampons au cours de 1’étape de congélation.

Le phosphate de sodium est un tampon qui montre des changements de pH pendant la
congélation [Gomez et al.,2001], tandis que le citrate maintien un pH constant. Anchordoquy
et Carpenter (1996) ont observé des changements de pH variant entre 7,5 et 4,5 lors de la
congélation d’une solution de la protéine LDH due a une cristallisation sélective du Na,HPOj4
(le tampon), conduisant a une agrégation massive de la protéine. Sarciaux et al.1998 ont
observé que les solutions de 1’l[gG d’origine humaine et bovine, congelées en présence de
phosphate de potassium s’agrégent moins qu’en présence de phosphate de sodium. Il est donc
indispensable que les tampons restent sous forme amorphe pendant la congélation des
protéines sensibles aux variations de pH, ce qui peut étre atteint avec des vitesses de
congglation rapide [Wang 2000]. L’étape de congélation influence également la cristallisation
et le polymorphisme du produit a lyophiliser tel que le mannitol [Hsu et al.,, 1996]. La
cristallisation de la formulation est favorisée par I’ajout de mannitol en tant qu’excipient
[Pikal 2002]. Cet excipient n’est pas utilisé pour stabiliser la protéine mais en raison d’autres
avantages notamment I’augmentation de la température eutectique et, par conséquent la
possibilit¢ d’une sublimation a une température plus élevée conduisant a des temps de
séchage plus courts.

La température de transition vitreuse de la formulation, notée T’,, peut étre déterminée de
maniere empirique par la relation de Fox [Pikal 2002] :

L_wm (Eq 1-2)
Ig,, Tg Tg,

Ou w; et wp représentent respectivement les fractions massiques du soluté (PA) et de
I’excipient.

La température de transition vitreuse (T’,) peut étre déterminée expérimentalement par une
méthode calorimétrique telle que I’analyse thermique différentielle en mesurant la variation
de la chaleur spécifique, ou par analyse thermomécanique en suivant la variation de viscosité
du milieu [Marin et René 2008].

1.3.2. La Sublimation.

1.3.2.1 Importance de la température de transition vitreuse, T'g.

La température de transition vitreuse de la phase cryoconcentrée maximale, notée T , est
un parameétre trés important dans 1’optimisation du procédé de lyophilisation [Franks 1990],
[Pikal 2002]. Elle correspond au point de transition de phase entre un état liquide
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(viscoé¢lastique) et une phase solide amorphe (verre), au maximum de concertation en soluté
(figure 1.7). On utilise la notation T, pour représenter la température de transition vitreuse
d’un produit en 1’absence de glace et la notation T’, pour désigner la température de transition
vitreuse d’une phase amorphe coexistant avec de la glace [Chouvenc 2004].
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Figure 1.7 : Lyophilisation d’une solution aqueuse de saccharose 10% (massique).

La figure 1.7 ci-dessus met en évidence que par refroidissement de la solution, lorsque la
température de nucléation spontanée de la glace est atteinte, les premiers nucléi apparaissent.
Puis la croissance des cristaux de glace se déroule de proche en proche ce qui conduit a
I’appauvrissement du milieu en eau. La phase interstitielle atteint sa concentration maximale
en soluté (C’g) et a la température T’g, et cette phase se vitrifie. Seule la fraction d’eau qui a
cristallisé subira I’étape de sublimation. Cette étape consiste a placer le produit dans une
atmosphere dans laquelle la pression partielle de vapeur d’eau est inferieure a la pression de
vapeur saturante de la glace, tout en lui apportant suffisamment d’énergie (contact avec
I’étagere, rayonnement) pour entretenir la sublimation de la glace. Pour que le produit ne
subisse pas de dégradation, il faut maintenir la température de celui-ci en dessous de la
température T eutectique pour un systéme cristallin ou de T’g (figure 1.7) pour un systéme
amorphe. Pour maintenir une température constante de sublimation, on doit fournir une
quantité¢ d’énergie égale a la chaleur latante de sublimation de la glace soit 2809J/g de glace
[Pikal 2002]. La température moyenne du produit et en particulier celle du front de
sublimation résultera d’un équilibre entre les transferts couplés d’énergie et de matiere au sein
du produit. Nous détaillerons ces aspects dans les paragraphes suivants.
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1.3.2.2  La température de collapse Tc.

Le collapse ou effondrement de la structure de la zone seéche se produit pendant I’étape de
dessiccation primaire (sublimation) lorsque la température du produit est suffisamment élevée
pour induire un écoulement visqueux au sein de la matrice seéche. N’étant plus maintenue et
rigidifiée par les cristaux de glaces, la couche seche poreuse perd sa structure mécanique
indispensable pour obtenir de bonnes propriétés de réhydratation et de stockage (teneur final
en solvant). On observe ce phénomene lorsque la température du produit dépasse une certaine
valeur critique appelé température de collapse notée T, [ Pikal 2002]. La température de
transition vitreuse T’ et la température de collapse T. sont généralement trés proches [Pikal et
Shah 1990, Wang 2000], la valeur T’, étant légérement inférieure a T. pour les petites
molécules de carbohydrates [Sun 1997] et les polysaccharides [Roos et Karel 1991]. Afin
d’éviter le collapse, Pikal (2002) préconise de toujours se maintenir, pendant 1’étape de
sublimation, a une température du produit inférieure a T’,.

1.3.2.3 Transfert de masse pendant la phase de sublimation.

Le front de sublimation se déplace de haut en bas du flacon. Le transfert de la vapeur d’eau
a partir du front de sublimation jusqu’au condenseur appelé aussi transfert de masse est limité
par plusieurs résistances en séries qui sont [Pikal 2002] :

e larésistance de la couche seéche, notée (R;)
e larésistance du goulot du flacon et du bouchon partiellement fermé, notée (Rs)

e La résistance liée a la distance parcourue par les molécules d’eau ou de solvant a
traver, la chambre de lyophilisation, le tube de connexion et la chambre de
condensation [Nail et Gatlin 1993, Pikal 2002], notée R..

Les différentes résistances sont schématisées sur la figure 1.8. La plus grande résistance et
celle due a la couche de matiere seche, que les molécules de vapeur d’eau traversent apres
sublimation des cristaux de glace pour venir se piéger au condenseur [Nail et Gatlin 1993]
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Figure 1.8 : Transfert de masse durant la phase de sublimation. Schématisation des
résistances au transfert de chaleur (en ym Hg), [Pikal 1985].
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a. Résistance de la couche séche Rp.

Deux forces motrices président pour 1’essentiel au transport de la vapeur d’eau au travers
de la couche seche poreuse, depuis le front de sublimation ou elle est générée jusqu’a la
surface supérieure de la couche séche du produit : une différence de pression totale et une
différence de pression partielle de vapeur d’eau [Marin et René 2008]. Le régime
d’écoulement de la vapeur d’eau a travers la couche séche du produit est caractérisé par le
nombre de Knudsen, noté Kn. Ce nombre traduit I’importance relative du choc des molécules
entre elles devant les chocs molécules-paroi des pores. Kn peut étre déterminé par la relation

. [ PR . . . ,
suivante Kn=— ou /et d, représentent respectivement le libre parcours moyen d’une
d

p

molécule de gaz et le diameétre équivalent moyen des pores.

Pour les conditions standard de lyophilisation des produits pharmaceutiques thermosensibles
c’est-a-dire pour des pressions opératoires comprises entre 5 et 50 Pa et des diamétres de
pores de la matrice séche entre 30 et 100 um, Kn est généralement supérieur a 10 [Obert
2001] si bien que le transfert de matiere de la vapeur d’eau se fait en régime de Knudsen (Kn
>2).

La théorie cinétique des gaz permet alors d’estimer la diffusivité de la vapeur d’eau a travers
la couche séche de la matrice, diffusivité dite de Knudsen et noté Dg (m?/s) (Chouvenc

2004) :
Dy=t.a. | BRT (Eq 1-3)
3 M,

La diffusivité effective en milieu poreux notée Dk . s’obtient a I’aide d’un facteur de forme
correspondant au rapport de la porosité (&) sur la tortuosité (t ) de la matrice poreuse :

Dy, =D xf (Eq 1-4)

avec f égal a ¢/t

On peut exprimer la résistance Rp en fonction du débit massique de vapeur d’eau
par I’équation (1-5), [Pikal et al., 1983]. (Voir figure 1.7).

P, —x/P
R, =——"" (Eq 1-5)
m

R, résistance de la couche séche (Pa.s/kg)
P, pression totale dans le flacon (Pa)

m débit massique de sublimation (kg/s)
P, pression de vapeur d’équilibre de la glace a I’interface de sublimation (Pa)

x, fraction molaire de vapeur d’eau dans le flacon. Généralement 1’eau étant le solvant majoritaire on

considére =1.
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En combinant les équations, (1-3), (1-4) et (1-5) il est possible alors d’exprimer la valeur de
R, en fonction de la diffusivité effective du solvant dans les pores, notée Dy ., par I’équation
(1-6) :

e XRT
R = c,s (Eq 1_6)
i Dy, xA; XM 50

R, résistance de la couche s¢che (Pa.s/kg)

As surface de sublimation d’un flacon égale a la surface de la section droite interne de ce dernier (m®)
e.s épaisseur de la couche seche (m)

My masse molaire de 1’eau (kg/mol)

T température du produit (K)

A

Note : On peut utiliser dans les différentes équations une résistance normalisée R, = As.R,

Avec R, en (Pa.mz.s/kg)

Pikal et al. (1983) ont observé que la résistance du produit augmente avec 1’épaisseur de la
couche séche, mais pas toujours de fagon proportionnelle, comme indiqué sur la figure 1.9
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Figure 1.9 : Variation de la résistance normalisée de la couche séche avec I'épaisseur du
produit sec pour différents systéemes : Type I (5%povidone a -26°C), type II (22.8%
povidone - 26°C), type III (5% chlorure de potassium a -30°C), type IV ( 10% chlorure
de potassium a -30°C), [Pikal 2002].

Pikal (2003) a identifi¢ un exemple d’hétérogénéité extréme sur la structure du gateau (type
II) dans le cas d’un systéme amorphe. On distingue dans ce cas une résistance initiale élevée
due a la formation a la surface de la couche séche d’une crotite relativement imperméable, qui
apres désorption de I’eau non congelée, produit des fissures, et, par conséquent, une
diminution effective de la résistance au transfert de masse de la vapeur d’eau. Cette résistance
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de la couche seéche augmente aussi comme le montre la figure 1.9 avec la concentration en
solut¢ et diminue généralement lorsque la température du produit s’approche de la
température eutectique ou de la température de transition vitreuse de la phase cryoconcentrée
au maximum, notée T .

b. Résistance globale au transfert de matiere, Rt.

La résistance globale au transfert de matiere (Rt) est exprimée comme la somme des 3
résistances en série allant du front de sublimation jusqu’au condenseur (cf. figure 1.7).

Rr=Rp+ Rs+ Re (Eq 1-8)

Avec Rg(Pa.s/kg) la résistance du bouchon définie par I’équation (1-9), [Pikal et al.,1983].

b -F
s T . (Eq 1-9)
m
Et Rc la résistance due au passage des vapeurs de la chambre au condenseur exprimé par la
relation :

R

P -P
Rc :cfcd (Eq 1-10)
m

P, pression totale de la chambre de lyophilisation (Pa)
P4 pression de vapeur d’équilibre de la glace au niveau du condenseur (Pa)

Ainsi le transfert de matiere est reli¢ a la résistance globale par I’équation (1-11) :

* Po_Pd
m=——->55%° Eq 1-11
R, (Eq )

Cependant, dans la majorité des cas, les résistances Rs et Rc peuvent étre négligées devant
Rp. Ce qui a pour conséquence d’admettre que la valeur de la résistance globale sera quasi
¢gale a la résistance de la couche seche. De plus, en considérant que la pression de la vapeur
d’eau dans le flacon est sensiblement égale a la pression de la chambre de lyophilisation, le
débit massique de sublimation peut s’expromer par 1’équation (1-12) :

¢ (Eq 1-12)

m débit massique de sublimation (kg/s)

P, pression de vapeur d’équilibre de la glace a I’interface de sublimation (Pa)
P, la pression totale dans chambre de lyophilisation (Pa)

R, résistance de la couche s¢che (Pa.s/kg)
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1.3.2.4 Transfert de chaleur pendant la phase de sublimation.

a. Transfer de chaleur externe.

La chaleur transmise au produit a travers le flacon par I’extérieur de celui-ci résulte de
plusieurs mécanismes €lémentaires de transfert de chaleur. Le flacon est entreposé entre deux
étageres. Le fond du flacon est en contact direct avec I’étagére comme le montre la figure
1.10. Une partie du flux est transmise par conduction, par contact direct entre 1’étagere et le
fond du flacon. La majorité¢ des flacons utilisés pour la lyophilisation présentent un fond
incurvé vers I’intérieur. Il existe alors une couche de gaz entre I’étagere et le fond du flacon
qui est le siege d’un gradient de température. Le transfert de chaleur se fait par conduction par
I’intermédiaire des molécules de gaz entre 1’étagere et le fond du flacon. L’autre mode de
transfert est le rayonnement. Le produit subit a la fois le rayonnement de 1’étagére supérieure,

de I’étagere inferieure et des paroi de la chambre de sublimation [Pikal et al.,1983].
Une description fine et détaillée de ces trois modes de transfert a été proposée par Sheehan et
Liapsis (1998).

Front de suhlimation Ti= -19°C

Fond du flacon Ty =-16"C

Surface étagére
Te=347C

Figure 1.10 : Profil thermique type rencontré I}yrs de la phase de sublimation [Pikal et al
1983

Une modélisation simplifiée et globale des différents mécanismes de transfert consiste a
admettre que le flux global de chaleur recu par 1’échantillon s’exprime a I’aide de la
différence de température entre 1’étagere et le produit au fond du flacon, et d’un coefficient
global de transfert de chaleur, noté K, (W/m” K), par la relation suivante : [Pikal et al.,1983,
Kuu et al.,2006],

0=AK,(T,, ~T,) (Eq 1-13))
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Ou Q représente le flux de chaleur externe totale (W) transmis, A, l’aire de la section du
flacon calculée a partir du diamétre externe (mz), Tsneir la température de 1’étagere et Ty la
température du produit au fond du flacon.

La résistance globale au transfert de chaleur, notée K,, est fonction de nombreux parameétres
expérimentaux, tels que la pression totale dans I’enceinte de lyophilisation, la vitesse de
sublimation, le type (nature, taille et forme) du flacon ainsi que des caractéristiques
géométriques et technologiques de la chambre de lyophilisation [Pikal et al.,1983, Kuu et
al.,2006]. En premiére approximation K, (W/ m”> K) peut étre décomposé en trois termes
correspondant a chacun des trois mécanismes élémentaires impliquées [Pikal et al., 1983,
Chouvenc 2004, Daoussi 2008], a savoir :

ko= &k + &+ K (Eq 1-14)
Conduction Radiation Coduckion gaz
Zonkack
physique

Ou K, représente le coefficient de transfert de chaleur par contact direct du flacon avec
I’étagere, K, le coefficient de transfert de chaleur par rayonnement entre I’ambiance et le
flacon et K, le coefficient de transfert de chaleur dii a la conduction a travers la couche de gaz
présente entre I’étagere et le fond du flacon.

i Conduction a travers la couche gazeuse entre [’étagere et le flacon

La majorité de I’énergie qui est apportée au flacon au cours de la phase de sublimation est
due a I’énergie transférée par conduction a travers la couche gazeuse présente entre 1’étagere
et le fond du flacon. La conductivité¢ thermique de la couche gazeuse est un parameétre
important qui va déterminer la valeur de ce flux. D’apres Le Neindre (2008), dans le domaine
des pressions de notre étude - basses pressions comprises entre 10 et 100 Pa - la conductivité

thermique de tous les gaz augmente proportionnellement a la pression.
Pikal et al. (1983) définissent le coefficient K, par la relation suivante :

K - ol P.
£ 1+4 (ah,/ A)P,

(Eq 1-15)

P, pression totale de la chambre de lyophilisation (Pa)

Ay Conductivité thermique moléculaire du gaz a 0°C en (W/m?.Pa.X)

Ao Conductivité thermique du gaz a la température ambiante et a P, (W/m K)
¢, Distance équivalente moyenne séparant 1’étageére du flacon (m)
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a est un coefficient adimensionnel représentant I’efficacité du transfert de chaleur.
Kuu et al. (2006) expriment a par la relation suivante :

1/2
o=t (27;’2) (Eq 1-16))

c

Ou a, représente 1’énergie d’accommodation du gaz et T la température du gaz.

L’équation (1-15) a été réécrite par Pikal (1985) et simplifiée sous la forme suivante :

K,P.

g :—1+Kch (Eq 1-17)

avec K, =alet K, =0 (a.N\,/4,)

ii. Transfert de chaleur par rayvonnement.

Le flacon subit le rayonnement par le haut (étageére supérieure) et par le bas (étagere
inferieure). Le flux de chaleur total Qr (W) transmis par rayonnement est le résultat de la
somme du flux de chaleur transmis par le haut du flacon et celui transmis par le bas du flacon.

Qr =Qr bas + Qr haut (Eq 1-18)

Pikal (1983) et Kuu (2006) ont montré que 1’on pouvait déterminer par approximation la
valeur de K; , si la température moyenne du produit varie de plus de 60°C, par la relation
suivante :

K, =40T (e, +e,) (Eq 1-19)

Ou o représente la constante de Stefan, e et e, représentent respectivement 1’émissivité de la

surface de 1’étagere et I’émissivité du flacon. 7 est la température moyenne du produit en
Kelvin.

Il est a noter que K; dépend de la pression totale mais il dépend surtout de la température des
parois (émissivités du flacon et des parois de la chambre) et du produit, et, également de la
géométrie de flacon et de la chambre.
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Le flux transmis par rayonnement, notée Q;, peut étre aussi décrit de maniere générale par la
loi de Boltzman :

QI‘ =0 ASC : F : (T;arni - T;;acon) (Eq 1_20)
Ou le facteur de forme F, s’exprime par la relation :
1
F = (Eq 1-21)

1+ 1 -1+ L—1
gﬂacon gsc

o : constante de Stefan-Boltzman égale a 5 ,7%10™® (W/m” K)

A : surface du corps émetteur (m?)

€ flacon - €MIsSIVIte thermique du verre du flacon (0,94)

&,. : émissivité thermique du corps émetteur (0,28 pour ’acier inoxydable) des
¢tageres et des parois de la chambre de lyophilisation

Tparoi : température de la paroi du lyophilisateur
Tfacon : température moyenne du produit

Le flux de chaleur émis par rayonnement et recu par le dessus du flacon Q; hay S’€xprime par
la relation suivante :

Qr,haut = Aﬂacon : gﬂawn ’ O-(T;aroi - T;acon) (Eq 1_22)

Le flux de chaleur émis par rayonnement et recu par le fond du flacon Q; .5 s’exprime par la
relation suivante :

Qr,bas = Aﬂacon : gétagére ’ O-(T;arai - T;ond,ﬂacan) (Eq 1_23)

Le flux radiatif global regu par I’ensemble du flacon est la somme des deux flux décrits ci-
dessus et peut se linéariser sous la forme suivante (Obert 2001) :

3
Qr = 4 ) A + g.ﬂacan) 2 Tmoyen ' (Tparoi - Tfhnd,_ﬂacnn) ~ Kl" : A_ﬂacon (Tpam[ - T/bnd,_ﬂacon)

(Eq 1-24)

flacon : (géta gere

avec Tmoyen €gale a la température moyenne entre la paroi du lyophilisateur et le produit.
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iii. Transfert de chaleur par contact direct entre le flacon et |’étagére.

La modélisation simple pour déterminer la valeur de K. repose sur 1’hypothese d’un
contact idéal reparti sur tout le pourtour du flacon [Brulls et Rasmuson 2002]. Le coefficient
de transfert par contact direct dépend essentiellement de la géométrie du flacon tandis que la
pression totale n’a pas du tout d’influence sur celui-ci.

Pour une valeur de K; connue, il est possible d’obtenir K. par extrapolation du coefficient
global a pression totale nulle, notée K ° [Chouvenc 2004].

K, =K +K (Eq 1-25)

7

b. Transfert de chaleur a 1’intérieur du produit

L’énergie apportée sert a la sublimation et a I’échauffement de la masse totale du flacon.
Le transfert de masse interne s’effectue essentiellement par conduction [Marin et René 2008].
Le front de sublimation se déplace de haut en bas du flacon délimitant deux couches : la
couche seche et la couche congelée (cf figure 1.11). Cette configuration du produit en deux
zones conduit a exprimer un transfert de chaleur par conduction au sein de la couche seéche et
un transfert de chaleur par conduction au sein de la couche congelée. En toute rigueur,
I’énergie apportée au front de sublimation provient principalement, d’une part, par conduction
du fond du flacon et de la couche seche, et, d’autre part, par rayonnement de 1’étagere
supérieure et des parois de la chambre de lyophilisation.

i Transfert de chaleur au sein de la couche séeche.

Les transferts thermiques par convection (faible pression) et par rayonnement (faible
température) demeurent négligeables au regard du transfert de chaleur par conduction au sein
de la couche seche. La figure 1.11 représente les deux couches ainsi que le front de
sublimation qui se déplace vers le bas.

| Plaque chauffante Ts | Piage
Matiare
Chaleur | (h) {vapeur)
Te —
A ] .
x (5] Couche séche
y Frontde \ Ti
€ sublimation
Couche congelée
Cf"llaleur (i) T.
Fond de Flacon Ts

Figure 1.11 : Représentation schématique des couplages de transferts de chaleur et de
matiére.
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Le flux de chaleur traversant la couche séche peut étre décrit tout simplement par la loi de
Fourier :

_AALT -T,)

X

0 (Eq 1-26)

Le front de sublimation est a la température T; et a une distance x de la face supérieure de la
couche seche qui est a une température Tg. La conductivité thermique A dépend non
seulement du milieu poreux (nature de la matiere séche, porosité) mais également du gaz
occupant les pores (pression totale). Mellor (1978) exprime A par la relation :

gaz
A

1+&
P

A, (P)= (1= &)y + (Eq 1-27)

€ représentant la porosité de la couche seéche, 4, ,,la conductivité thermique a pression nulle,
P la pression totale dans I’enceinte de lyophilisation et C, une constante caractérisant le mode
de transfert.

Dans le cas de la conduction a travers la couche séche, le terme d’accumulation dans cette
couche est négligeable devant la quantité de chaleur nécessaire a la sublimation.

il. Transfert de chaleur au sein de la couche congelée.

Le flux de chaleur par conduction dans la couche congelée obéit également a la loi de
Fourier :

_AA(T,~T)

e—X

0 (Eq 1-28)

Avec A, la conductivité thermique de la couche congelée. T, la température de la couche
congelée et T; la température a I’interface de sublimation.

c. Couplage entre transfert de matiere et transfert de chaleur.

La loi de conservation de I’énergie relie a tout instant t les flux élémentaires de chaleur et de
matiére au front de sublimation [Chouvenc 2004]. Cette loi conduit a la relation suivante :

O =mAH, +mCP% (Eq 1-29)

En régime quasi-stationnaire, le terme d’accumulation me?devwnt négligeable ce qui
t

signifie que la quasi-totalité de la chaleur apporté sert uniquement a la sublimation.
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Un réarrangement de 1’équation (1-13) avec 1’équation (1-29) permet d’exprimer le débit
massique de sublimation en fonction du coefficient global de transfert (Kv) par la relation
suivante :

m=AK, (T, —T,) AH (Eq 1-30)

Puis 1’égalisation des équations (1-30) et (1-12) permet d’exprimer la force motrice due au
gradient de pression (Py— P.) en fonction du gradient de température (Ts — Tp) :

AAH (B, ~P)

:AVKV(Y—;hEIf_Tb) (Eq 1-31)
R

P

As surface de sublimation d’un flacon rapporté a la surface interne de ce dernier (m”)
P, pression de vapeur d’équilibre de la glace a I’interface de sublimation (Pa)
P, pression de la chambre de lyophilisation (Pa)

AH _ enthalpie massique de sublimation de la glace (J/kg)

A

R , Tésistance normalisée de la couche seche (Pa.m’.s /kg)

A, aire de la section du flacon calculée a partir du diamétre externe (m?)
Tneir température de 1’étagere (K)

Ty, température du produit au fond du flacon.(K)

K, coefficient global de transfert de chaleur externe (W/(m” K))

1.3.3. La dessiccation secondaire (désorption).

Le principal objectif de 1’étape de dessiccation secondaire est la désorption et la diffusion
de ’humidité résiduelle, correspondant a I’eau non congelée/adsorbée a la surface des pores
ou insérée dans la phase cryoconcentrée. L’eau adsorbée sur la surface de la matrice poreuse
n’a pas cristallisé pendant la congélation et elle est souvent appelée eau li¢e [Pikal 2002]. La
fixation des molécules d’adsorbat sur la surface des pores résulte essentiellement des forces
de Van der Waals et des forces dues aux interactions ¢électrostatiques de polarisation, dipdle et
quadripdle pour les adsorbants ayant une structure ionique. L’adsorption physique se fait sans
modification de la structure moléculaire de 1’adsorbat et est parfaitement réversible ; c’est le
processus de physisorption. L’eau peut étre liée a la surface des cristaux du produit cristallin,
ou piégée dans la matrice trés visqueuse amorphe [Oetejen 1999]. Dans les deux cas elle doit
étre ¢éliminée jusqu’a un niveau optimal (normes) garantissant la stabilité¢ du produit pendant
le stockage, ce qui correspond souvent a des teneures inferieures a 3% [Tang 2004]. L’étape
de dessiccation secondaire dans le cas d’un produit cristallin peut étre courte, puisque une
température plus élevée et une rampe de vitesse de chauffe modérée [0,3 °C/min a 0,4°C/min)
peuvent étre appliquées sans risque d’effondrement de la structure ou collapse [Nail1993,
Tang 2004]. Au contraire, dans le cas dun produit amorphe, la désorption de ’eau li¢e
demande plus de temps, a cause, d’'une part, des mécanismes de diffusion moléculaire tres
lents au sein de la matrice amorphe visqueuse [Pikal 1990] et, d’autre part, en raison des

34



concentrations €élevées en eau liée a la fin de 1’étape de sublimation, entre 10 et 40 % [Nail et
Gatlin 1993]. Par ailleurs, il faut maintenir la température du produit en dessous de la
température de collapse pour éviter la déformation du gateau et son effondrement [Pikal
2002]. Ainsi, la température de 1’étagere dans le cas des produits amorphes doit étre
augmentée modérément avec une faible rampe de vitesse de chauffe (0,10°C/min a
0,15°C/min), juste apres la fin de I’étape de sublimation quand I’humidité résiduelle est tres
¢levée [Tang et Pikal 2004]. Cependant Pikal et Shah (1990) ont montré que si I’on maintient
la température des étageres pendant les premicres heures au méme niveau qu’en fin de
sublimation, la température de transition vitreuse augmente beaucoup plus rapidement que la
température du produit. Cette méme ¢tude montre que le niveau d’humidité résiduelle
diminue rapidement pendant les premicres heures - par conséquent la température de
transition vitreuse augmente - puis atteint un palier qui ne dépend que de la température de
séchage. La température des étageéres pendant 1’étape de dessiccation secondaire doit étre la
plus élevée possible, typiquement comprise entre 25°C et 50 °C [Pikal 2002, Tang et Pikal
2004].

1.4 Paramétres clés du procédé de lyophilisation
1.4.1. La transition vitreuse.

1.4.1.1 Détermination expérimentale des valeurs de T’g.

Le passage de I’état viscoélastique a I’état amorphe peut s’observer par mesure des
variations de différentes propriétés du systéme considéré, a savoir [Hottot 2002] :

e Propriétés rhéologiques : variation de la viscosité dynamique en fonction de la
température avec forte diminution lors de la transition vitreuse a I’approche de la
valeur de Tg’ ;

e Propriétés thermodynamiques : variation du volume spécifique par dilatométrie ou par
variation d’enthalpie, i.e par analyse enthalpique différentielle (DSC) ;

e Propriétés électriques : diminution sensible de I’impédance électrique au passage de la
transition vitreuse mais cette variation reste beaucoup moins sensible que celle obtenue
avec les mesures enthalpiques ou calorimétriques.

Dans la majorité¢ des cas, la température de transition vitreuse, notée T’g, est mesurée par
DSC modulée en température, technique la plus utilisée dans notre domaine pour ses
nombreux avantages. En effet, cette technique consiste a mesurer la différence de quantité de
chaleur libérée ou consommeée par 1’échantillon analysé par rapport a une référence subissant
le méme traitement thermique. Les changements de phase comme la fusion ou la
cristallisation sont dites du premier ordre et se traduisent par des pics endothermiques ou
exothermiques tandis que la transition vitreuse est une transition du second ordre. La valeur
de T’g est habituellement obtenue au point dit ‘T’g-midpoint’ qui correspond au point
d’inflexion du flux thermique dans I’intervalle [T’g - onset, T’g - offset]. Ce point correspond
a la diminution de 50% de la valeur du Cp. Les valeurs de T’g sont plus facilement
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identifiables en DSC modulée car cette technique détecte de faibles transitions thermiques. En
effet, cette technique de DSC modulée permet de séparer le flux de chaleur li¢ a des
phénoménes provoquant le changement de capacité calorifique : « reversing heat flow »
(transition vitreuse) de ceux liés a des phénomenes cinétiques : « non-reversing heat flow »
(cristallisation, relaxation enthalpique...). Toutefois, cette méthode est beaucoup plus longue
que la DSC standard a cause d’une vitesse moyenne de chauffage plus lente qu’en DSC
standard et du fait de la nécessité d’optimiser la régulation des parametres d’oscillations
(période et amplitude) [Verdonck et al., 1999].

En outre, 2 transitions vitreuses sont souvent observées avant la fusion : la premiére transition
correspond a la préfusion (ou I’antemelting) ‘T’g’;” tandis que la seconde correspond a la
fusion commengante (I’incipient melting), ‘T’g’>’.

Au point Tg’;-offset, pour une solution de saccharose, commence le début du collapse
[Knopp et Nail 1998]. Cette tendance devrait étre vérifiée avec d’autres solutés. En plus de
ces transitions vitreuses, des phénomenes de dévitrification peuvent aussi s’ajouter ce qui se
traduit par un pic exothermique entre la valeur de T’g et 1’endotherme de fusion. Ce
phénomene peut se produire quand la congélation a été trop rapide ce qui conduit a une
recristallisation de la partie vitrifiée lors du balayage de montée en température.

Selon Fonseca et al. (2001) ce phénoméne peut disparaitre si la premiére congélation est
suivie par un chauffage (recuit ou annealing) au dessus de la valeur de T g ou dans le domaine
compris entre T’g; et T gy, aprés une seconde congélation. Ce traitement thermique de recuit
permet de cryoconcentrer au maximum la solution. Suivant la durée de ce recuit, la
dévitrification disparait et les 2 transitions vitreuses se rejoignent pour n’en former plus
qu’une seule. Si les 2 transitions persistent, méme apres un recuit assez long, le phénomene
résulte alors de la grande complexité du milieu avec notamment une possible cristallisation
des sels et/ou des acides organiques présents. La détermination de la valeur de T’g devient
alors plus complexe. De plus, selon Karel et al. (1994), la température de dévitrification
augmente avec la vitesse de chauffe. Cependant, 1’utilisation de la notion de T’g sous-entend
que les changements dans la phase amorphe cryoconcentrée soient contr6lés par des
phénomenes cinétiques et non par des modifications des propriétés thermodynamiques [Blond
2000]. Ainsi, la notion de T’g n’est pas forcément la seule valeur thermodynamique de
référence mais d’autres parameétres tels que la viscosité, la relaxation, le pH, la force ionique
et la mobilité moléculaire doivent aussi €tre pris en compte pour analyser et expliquer les
différentes transitions observées lors des étapes de lyophilisation des solutions
pharmaceutiques.

1.4.1.2  Importance de la transition vitreuse pour le contréle du procédé de lyophilisation.

Le concept de température de transition vitreuse est utilisé pour évaluer la stabilité
physique de la structure amorphe, d’abord pendant toute la durée de la lyophilisation - i.e
pendant la sublimation de la glace et la désorption de I’eau non congelée - puis ensuite
pendant la période de stockage. Au-dessus de cette température, cette structure amorphe
devient viscoélastique et la mobilité de toutes les molécules en présence au sein de cette phase
vitreuse augmente. Slade et Levine (1995) définissent deux zones de stabilité en fonction de
la différence entre la température du produit, notée Tp, et la température de transition
vitreuse :

e pour Tp-Tg <0, le matériau est stable

e pour Tp -Tg> 0, le matériau est instable et les réactions de dégradations (couleur,
résistance mécanique, activité biologique) sont accélérées.

36



La figure ci-dessous présente la variation de la mobilité de 1’eau en fonction de la température
du systeme. La mobilité est ’inverse du temps de relaxation structurale entrainant des
changements physiques ou chimiques de la molécule entiere considérée. Ce temps de
relaxation, noté t, est mesuré par R.M.N.
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Figure 1.12 : Couplage entre la mobilité et la transition vitreuse dans un systéeme de
polymeére [Pikal, 1999 a]

Par conséquent, plus les valeurs de la courbe d’isoviscosité seront élevées, plus les
dessiccations primaire et secondaire pourront étre effectuées a haute température et
conduiront donc a des temps de séchage courts. Selon Rahman (2001) et Rahman et Sablani
(2002), si la température du produit est inférieure a la valeur de T g, la vitesse de dégradation
est diminuée mais non annulée de sorte que cette condition est insuffisante pour garantir
I’intégrité totale du produit. Cependant, ce concept n’est pas vérifié pour tous les produits. En
effet, d’autres parametres comme la tension de surface, les forces capillaires, la structure
rhéologique, la morphologie des pores, la génération de la pression interne du produit et les
mécanismes de transport de 1’eau au sein du produit doivent parfois étre pris en compte pour
optimiser le cycle global de la lyophilisation. On admet généralement que la température du
produit pendant toute la dessiccation primaire doit rester inférieure de 2 a 5 °C a la
température T’g - ou a la température eutectique dans le cas d’un systéme avec soluté
cristallin - et inférieure de 2 & 5°C en dessous de la valeur de la Tg pendant la période de
dessiccation secondaire.
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1.4.2. La température de collapse.

Comme mentionné au paragraphe 1.3.2.2 le ‘collapse’, importé du vocabulaire anglais,
désigne I’effondrement de la structure mécanique de la matrice constituée par la matiere seche
et se produisant au cours des étapes de sublimation ou de désorption, ou, par la suite, pendant
le stockage. Il résulte d’un accroissement de la mobilité au sein de la phase amorphe qui
conduit & un écoulement visqueux entrainant cette perte de structure. Cet effondrement
survient a partir d’une température dénommée température de collapse, notée Tc.

La température de collapse est étroitement liée a la valeur de T’g. En effet, Sun (1997) a
observé I’existence d’une relation linéaire entre les valeurs de Tc et de T g pour les sucres en
solution aqueuse. La valeur des températures de collapse des solutions aqueuses de sucres a
bas poids moléculaire est plus ¢levée de 2°C a 12°C par rapport a la valeur de T’g
correspondante. Ces valeurs se déterminent soit par DSC soit par observation en microscopie

a platine réfrigérée (figure 1.13) ou encore par analyse thermomécanique différentielle
(DMTA).

Figure 1.13 : Microscopie a platine réfrigérée (Linkam et Leica)

Toutefois, I’observation directe de 1’échantillon par microscopie optique a I’aide d’une platine
réfrigérée semble la méthode la plus pertinente et la plus utilisée par les auteurs.

Knopp et Nail (1998) proposent la méthode de détermination suivante : I’échantillon est tout
d’abord refroidi a la vitesse de - 1°C/min jusqu’a - 45°C puis le vide est appliqué dans la
platine du mini - lyophilisateur (entre 3 et 13 Pa). Ensuite, la cellule est lentement chauffée
(environ 1°C/min) jusqu’a voir apparaitre une altération de la matiere seche qui se traduit par
I’apparition d’un craquellement de la matiére séche et la formation de «trous » a travers
lesquels passe la lumiére transmise. Plus on se rapproche de la température de collapse, Tc,
plus la vitesse de chauffe doit étre lente pour cerner avec exactitude cette température de
collapse. L’utilisation d’une rampe de chauffe serait plus appropriée qu’une remontée par
paliers en raison de la dépendance cinétique du mécanisme d’effondrement. Cette méthode
donne de meilleurs résultats par rapport a la DSC mais elle repose sur 1’appréciation visuelle
personnelle et donc parfois subjective de 1’observateur. Une premiére approche consiste a
chauffer assez rapidement 1’échantillon pour repérer la zone de la température de collapse
puis a recommencer 1’opération, a vitesse plus lente, quand on approche du domaine
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déterminé lors de I’expérience préliminaire de collapse. Quelques valeurs de températures de
collapse, Tc, et de températures de transitions vitreuse a cryo-concentration maximale, T’g,
sont données dans le tableau ci-dessous [Wang 2000]:

Excipients Tc (°C) T°g (°C)
Glucose -41 -43
Lactose -30,5 -28

Raffinose -26 -27
Sorbitol -45 -43.5
Saccharose -31 -32
Tréhalose -29;-40 -29,5
Dextran (10 kDa) -10 -11
HES -5 -
PEG (6 kDa) -13 -
PVP (40 kDa) -24 -20
HSA -9,5 -
Ovalbumine -10 -12

Tableau 1.1 : Températures de collapse pour quelques excipients (Wang 2000).

Cette température dépend des propriétés et des liaisons chimiques présentes au sein de la
matrice contenant les solutés, donc des constituants de la formulation, de leur masse
moléculaire ainsi que de leur proportion relative. Ainsi pour les sucres, plus le poids
moléculaire est élevé, plus la température de collapse est élevée.

1.4.3. Les isothermes de sorption.

L’activité ay de I’eau dans un produit dépend principalement de sa teneur en eau X (base
séche) et de la température T a laquelle se trouve le produit. Les courbes qui représentent,
pour une température T donnée, la teneur en eau d’équilibre du produit, X;,,, en fonction de la
valeur de I’activité de I’eau a,, (encore égale a I’humidité relative de I’air en équilibre, notée
HR), sont appelées isothermes de sorption :

— Isotherme d’adsorption déterminée expérimentalement a partir d’un produit sec ;

— Isotherme de désorption déterminée expérimentalement en partant d’un produit saturé

en eau.
Les deux courbes sont en général différentes car le séchage d’un produit (passage de a,, =1 a
ay < 0,6) entraine des modifications irréversibles de la structure et de la porosité du matériau.
Dans le cas de produits hygroscopiques comme les lyophilisats, ces courbes peuvent présenter
un phénomene d’hystérésis.

Les isothermes d’adsorption ou de désorption permettent de connaitre le type et la quantité
d’eau liée a la matiere séche du lyophilisat pour des conditions données (T, HR). De
nombreuses équations de corrélation ont été proposées. Pour les produits biologiques
lyophilisés, de nombreux auteurs ont représenté cette isotherme par I’équation suivante a 3
parameétres proposée par Guggenheim - Anderson de Boer (équation de GAB) [Guggenheim
1966].
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X CK.aw
Xm (1-K.aw).(1+(C-1).K.aw)

(Eq 1-32)

X : fraction massique d’eau en base séche (kg/kg)
Xm : fraction massique d’eau en base séche correspondant a la monocouche (kg/kg)
K et C : constantes adimensionnelles caractéristiques du systéme étudié (kg/kg)

Ces isothermes servent a déterminer la teneur en eau dans le produit en équilibre avec une
atmosphere donnée. Cette mesure d’activité peut-étre déterminée a ’aide de 1’activimétre Gbx
dont le principe consiste a mesurer le point de rosée a la surface du produit dans des
conditions parfaitement controlées.

Les échantillons sont placés a 1’équilibre a une température donnée en présence d’atmosphere
de solutions salines saturées qui permettent de maintenir une pression partielle d’eau
parfaitement connue et constante au cours de cette mise en équilibre. Pour ce qui est de la
détermination complete des isothermes de sorption, les échantillons sont équilibrés sous
différentes pressions partielles d’eau puis pesés successivement. L’équilibre est considéré
atteint quand aucune variation de masse n’est observée au bout de 48 h.

1.4.4. Qualité finale du lyophilisat.

En fin d’opération, le lyophilisat sec, sous forme d’une poudre microporeuse, doit étre
facilement réhydratable. La porosité et la texture du lyophilisat conditionnent donc cette
dissolution lors de la reconstitution de la solution. Il est donc important de parvenir a certains
critéres de qualité du lyophilisat et de rappeler les caractéristiques physiques et chimiques

principales pour sa bonne conservation tout au long du stockage.
De plus, d’autres parameétres importants qui suivent la lyophilisation sont aussi a controler
comme la température de stockage, ’humidité finale du lyophilisat, la nature de la solution de
reconstitution (tamponnée ou non, temps de reconstitution, etc.).

1.4.4.1  Propriétés physiques du lyophilisat.

Différentes propriétés physico-chimiques du lyophilisat fournissent des informations
capitales sur sa conservation a moyen et a long terme, notamment sur le maintien de ’activité
biologique et thérapeutique dans le cas des produits pharmaceutiques (vaccins, sérums,
vitamines, hormones, enzymes, etc.).

Parmi ces propriétés, la température de transition vitreuse a partir de laquelle le lyophilisat se
déforme mécaniquement (collapse) ou passe a 1’état visco-€lastique est la plus importante.
Cette température est liée bien évidemment a la teneur en eau dans le lyophilisat, teneur fixée
par les conditions opératoires du procédé et par la composition de la formulation.

De plus, la morphologie du lyophilisat, sa couleur ainsi que sa texture font partie intégrale des
criteres de qualité recherchés. Le terme de texture regroupe 1’ensemble des parametres
morphologiques tels que la porosité, la surface spécifique, la taille moyenne et la distribution
de taille des pores du produit. Ils sont directement liés aux conditions opératoires du procédé.
Par exemple, si la congélation n’a pas été achevée (ou encore si la solidification n’a pas été
terminée), le lyophilisat peut présenter une zone « expansée » a sa surface ou encore appelée
« puffing » a cause d’une congélation incompléte et d’une descente en pression trop précoce.
Cette congélation partielle peut aussi provoquer la formation d’une crolite a la surface du

40



lyophilisat, formation liée a I’hétérogénéité de la structure congelée. Dans certains cas, cette
crolite est générée par la formation de gros cristaux de glace qui tendent a concentrer la phase
non congelée et a la pousser vers la surface (dans le cas d’une congélation lente). Cette crolte
constituera une barriere plus ou moins perméable au flux de la vapeur d’eau pendant la phase
de sublimation. Dawson et Hockley (1990) ont étudié¢ ce phénomene par observation du
lyophilisat au Microscope Electronique a Balayage. Ils ont observé que pour une formulation
a 1 % de tréhalose et 5 mg/ml de protéine congelée a 1°C/min, les protéines ne sont pas
uniformément distribuées au sein du lyophilisat et que la majorit¢ de celles-ci étaient
concentrées sur environ 20 % de la partie supérieure. Ces auteurs avancent 1’hypotheése que
ces gradients de concentration pourraient étre évités en pratiquant une congélation plus rapide.
Par ailleurs, une fusion partielle peut se produire quand la température des étageres est
augmentée trop tot en début de dessiccation secondaire car la teneur en eau de la matrice est
alors trop importante et la durée de 1’étape de dessiccation secondaire, alors fixée, ne suffira
pas a éliminer toute cette eau (congelée et lice).

Dans certains cas, le lyophilisat peut aussi présenter une structure trés poreuse de type mousse
a sa surface. Ce phénoméne est généralement indésirable car il peut conduire a de forts
gradients de concentration et il peut provoquer I’agrégation des protéines. Le moussage peut
provenir soit des conditions de remplissage du flacon soit des conditions de congélation. En
effet, pendant la congélation, les gaz non dissous en quantité significative dans la formulation
tendent & se concentrer dans les régions interstitielles jusqu’a saturation. Si la région
interstitielle est encore liquide, la pression du gaz augmente, déformant ainsi la matrice avec
libération du gaz et formation d’une morphologie de type mousse.

1.4.4.2 L ’humidité résiduelle du lyophilisat.

L’humidité résiduelle du lyophilisat est aussi un facteur de qualité trés important. En effet,

si la teneur en eau est trop élevée, I’eau résiduelle peut donner des réactions chimiques
impliquant les groupes amino - acides des saccharides tels que le glucose. Cette quantité
d’eau résiduelle et la surface spécifique du lyophilisat étant lides, il est nécessaire de
rechercher une surface spécifique optimale pour la sublimation et le stockage. Par ailleurs,
une surface spécifique trop faible conduit a une reconstitution difficile de 1’échantillon, la
reconstitution pouvant étre instantanée ou atteindre 1 heure.
Dans certains cas, la teneur en eau d’un échantillon peut augmenter trés rapidement pendant le
stockage surtout a cause de la perméabilité du bouchon. Ainsi, c’est ’humidité de l’air
extérieur entrant dans le flacon qui provoque I’augmentation de la teneur en eau et non I’eau
résiduelle contenue dans le lyophilisat a la fin de la dessiccation secondaire.

1.4.4.3  Mesure de I’humidité résiduelle du lyophilisat :

La mesure de ’humidité résiduelle la plus ancienne consiste a peser 1’échantillon apres
lyophilisation et a le déshydrater dans une boite étanche en présence de desséchant (P,Os) a
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une température fixe a pression atmosphérique ou sous vide. L’inconvénient de cette méthode
réside dans le fait que, méme si le poids reste constant, aprés une certaine période de
dessiccation en présence de substance desséchante, cela ne signifie pas forcément que le
matériau soit totalement sec [Rey 1962].

La méthode recommandée pour mesurer la teneur résiduelle en eau est la méthode de dosage
de I’eau de Karl Fisher qui consiste a faire réagir I’eau résiduelle du lyophilisat avec un réactif
iodo-sulfureux en présence de pyridine et de méthanol (solvants de la réaction) suivant une
réaction d’oxydo-réduction. Un faible courant polarisé constant (50 pA) traverse alors les
électrodes immergées dans le milieu réactionnel. La différence de potentiel est mesurée de
fagon continue et la mesure est considérée terminée quand une chute de tension apparait en
raison de I’exces d’iodure dans la solution.

En général, le lyophilisat est dissous dans le solvant de réaction qui lui-méme est a trés faible
teneur en eau. Si le produit se dissout mal, un mélange de méthanol et de formamide est
recommandé. Le mélange est alors dosé ainsi que le solvant ayant servi a la dissolution. En
fait, la méthode est pratiquée avec un seul flacon mais si la teneur en eau est trop faible (a
moins que 1’appareil ne soit assez sensible pour la mesure), il est nécessaire de rassembler
plusieurs flacons afin d’obtenir un résultat plus fiable et plus précis. Ces manipulations
doivent s’effectuer en boite étanche et dans des conditions d’atmospheres inertes, ni trop
humides ni trop seches, a I’intérieur d’une boite a gants étanche.

D’autres méthodes existent : 1’analyse thermogravimétrie (ATG). L’appareil est enfermé dans
une boite a gants contenant du P,Os pour maintenir une humidité relative tres faible ; 7 a 19
mg d’échantillon sont placés dans une capsule et 2 cycles thermiques différents peuvent étre
réalisés. Soit 1’échantillon est chauffé avec une vitesse de chauffe fixe, soit 1’échantillon est
maintenu a 60°C jusqu’a ce que son poids se stabilise [May et al., 1982].

Une autre méthode plus compléte consiste a ajouter un spectrometre de masse en sortie de
I’ATG ; le spectrometre sert alors d’analyseur et indique les différences d’intensité des pics
provenant de 1’eau et du dioxyde de carbone. Cela permet de détecter le début des réactions de
dégradation et de calculer précisément la teneur en eau correspondante. Ces auteurs ont
comparé toutes les méthodes citées ci-dessus et ont obtenu un accord satisfaisant entre les
résultats des méthodes de Karl Fisher et d’ATG pour des niveaux d’humidités inférieurs a 3
%. Les méthodes par pesée donnent une teneur en eau inférieure par rapport aux autres
méthodes. L’avantage de I’ATG par rapport a la méthode de Karl Fisher est que la masse
d’échantillon nécessaire a 1’analyse est plus faible. De plus, pour la méthode chimique,
I’échantillon a besoin d’étre solubilis€ ce qui n’est pas possible avec certains types de
lyophilisat pour lesquels la méthode doit étre adaptée.
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1.5 Suivi de la lyophilisation.

Le controle de la lyophilisation est important car il doit assurer les standards de la qualité

finale du produit pour des coflits opératoires minimaux. Les principaux paramétres opératoires
a controler sont la température des étageres et la pression de la chambre. Ainsi, il est
important de détecter avec précision la fin de la sublimation pour éviter tout effondrement du
produit si la température des étageres est augmentée trop tot.
En raison de la forte hétérogénéité des durées des étapes de séchage directement liée a la
congélation et a ’emplacement de chaque flacon a I’intérieur de la chambre, une marge de
sécurité est appliquée pour s’assurer de bien terminer la sublimation. De ce fait, plusieurs
techniques en sus de la méthode classique par sonde de température ou par thermocouple
doivent étre utilisées pour détecter avec une bonne précision la fin de la période de
sublimation.

1.5.1. Suivi de la température du produit.

La température moyenne du produit est généralement le paramétre clé de lyophilisation car
cette variable influe sur tous les mécanismes de lyophilisation, notamment les transferts de
masse et de chaleur. Elle est suivie et enregistrée grace a des thermocouples ou avec des
sondes en platine. Quand la totalité de la glace d’un flacon est sublimée, la température du
produit augmente brusquement jusqu’a atteindre la température de 1’étagere. Avant de passer
en phase de dessiccation secondaire, une marge de sécurité est adoptée, égale a + 10% du
temps de sublimation estimé par les thermocouples. Cette démarche assure que la totalité des
cristaux de glace est bien sublimée dans tous les flacons du lot. En effet, les flacons contenant
des thermocouples voient leurs conditions de congélation modifiées puisque le capteur est le
siege d’une nucléation hétérogene ce qui se traduit par un degré de surfusion moins important
par rapport aux flacons sans thermocouples. De plus, le thermocouple induit des passages
préférentiels de la vapeur d’eau ce qui accélére le transfert de la vapeur d’eau produite au
niveau du front de sublimation. Ainsi, ces flacons, contrdlés par des thermocouples ou des
sondes Pt 100 internes au produit, ont des temps de sublimation plus faibles que les autres
flacons non instrumentés.

1.5.2. Suivi par capteur de pression a conductivité thermique : jauge Pirani.

Le principe du capteur de conductivité thermique ou encore jauge/manometre a vide de
Pirani repose sur la mesure de la quantité¢ d’énergie nécessaire au maintien en température
d’un filament de platine. Le capteur est composé de 2 filaments, dont I’un sert de référence et
I’autre sert a la mesure. Au lieu de mesurer directement la température des filaments, la jauge
Pirani mesure la variation de résistance des filaments par I’intermédiaire d’un pont de
Wheastone. Le flux de chaleur, perdu par conduction a travers le mélange de gaz, est
directement proportionnel a la pression de la chambre mais est dépendant de la composition
du gaz [Nail 1991]. Quand la sublimation commence, la pression partielle en eau augmente et
la pression donnée par la jauge de Pirani augmente tandis que pour un manometre a
capacitance, la pression totale reste constante car elle est insensible a la composition du gaz.
En effet, ce type de capteur étant étalonné généralement a 1’air, le signal est plus élevé
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pendant la sublimation étant donné I’augmentation de la conductivité thermique du gaz, la
vapeur d’eau ayant une conductivité thermique intrinseque 1,5 fois supérieure a celle de 1’air
sec. Par conséquent, la valeur de la pression indiquée par la jauge Pirani est 1,5 fois plus

¢levée que la pression totale du gaz.

A la fin de la sublimation, le gaz de I’enceinte est majoritairement composé d’air (a cause de
la diminution de la teneur en vapeur d’eau dans la phase gazeuse due a la fin de la
sublimation) et la réponse de la jauge Pirani diminue ce qui permet de détecter la fin de la
période de sublimation. Cependant, cette méthode est relativement attractive puisque le
capteur est stérilisable et utilisable en milieu pharmaceutique mais sa sensibilité reste a
vérifier et son utilisation est restreinte a la fin de la période de sublimation [Bardat et al.
1993].

1.5.3. Cinétiques de sublimation obtenues avec la microbalance Christ.

La microbalance du type MTC-ZER (Christ, D-Osterode) est utilisée pour suivre la

cinétique de sublimation de la glace pendant la phase de dessiccation primaire. De par sa
petite taille, la microbalance est introduite dans la chambre de lyophilisation et est posée sur
I’étagere.
Un seul flacon contenant la solution a étudier est entrepos¢ sur 1’étagere a portée du bras
articulé de pesée de la microbalance (figure 1.14), puis a des intervalles de temps
programmeés, le bras de pesée automatique souléve le flacon pour le peser. Les différentes
valeurs des points de pesées sont collectées en direct par un logiciel approprié. Ainsi, la
variation de masse du flacon pendant la dessiccation primaire correspondra a la masse de
glace sublimée pendant la durée de la phase de sublimation. Le tracé des courbes de séchage
permet de déterminer la vitesse moyenne de sublimation et surtout d’identifier la fin de
I’étape de sublimation.

Figure 1.14 : Microbalance Christ.

L’opération de pesée dure en moyenne 10 s, pendant lesquelles le flacon n’est plus au contact
avec I’étagere car il est soulevé. Pendant ce temps le flacon ne subit plus de transfert de
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chaleur en raison de I’interruption du contact avec I’étagére. La durée totale de cette
interruption d’apport de chaleur est négligeable par rapport au temps total de la sublimation.
La microbalance a une portée de 0,005 g a 50 g et fonctionne dans une gamme de température
comprise entre -25°C et 40°C avec une tres haute résolution (0,1 pg) de mesure.

1.5.4. Test de montée en pression PRA (Pressure Rise Analysis).

Cette technique consiste a isoler la chambre de lyophilisation du condenseur pendant
quelques secondes a ’aide d’une vanne a fermeture rapide et a mesurer la remontée de
pression correspondante. Elle nécessite un condenseur externe a la chambre de lyophilisation
et, de plus, un taux de fuite du lyophilisateur le plus faible possible. La vitesse de la remontée
en pression dans la chambre aprés une courte interruption du flux de vapeur d’eau dépend
essentiellement de la vitesse de sublimation donc de la température moyenne du front de
sublimation et de la pression de vapeur d’eau dans I’enceinte. Ainsi, selon Nail (1991) pour
une température étagere de 40 °C, la pression totale augmente de 53 a 101 Pa en 3 secondes.
Cette technique est intéressante car elle est rapide, non—invasive, utilisable in situ, mais elle
peut provoquer une légeére augmentation de la température du produit (environ 1 °C au cours
de la sublimation, voire davantage, en fin de sublimation) pouvant, dans des cas limites,
entrainer le collapse pour certaine conditions de remontée de pression en fin de sublimation.
Un exemple de montée de pression est donné ci-dessous [Pikal et al.,1999 b]:
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Figure 1.15 : Courbe en vert montée de pression totale, en noir : pression a I'équilibre a
l'interface due a la sublimation, en rouge apport de chaleur de I'etagére vers le produit,
en bleu dissipation du gradient de température a travers la couche congelée augmentant
la température a l'interface. Ti = -20 °C Pj,jtizje = 26 Pa
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Le principe de la méthode initialement proposé par Milton et al. (1997) repose sur le modele
MTM qui décrit la cinétique de montée en pression a 1’aide de 1’équation suivante :

Terme 1
— — —
N.A .RT
P(t) = R (T)) - (R(T})) - P).exp(-————— 1) +
Tetme 2 MHZO.V.Rp
A —
- B
R(T)AHgM ., AT 8 K.z’
. l——exp(— 1))+
R U zeR )
Terme 3 Terme 4
- — A
P (T))AH . .M
+ 0( ) Z HZO' 1 Kv'(thel/'_Tb)+Ffu[te't
RT Cpy-Leny-Peg ' -
(Eq. 1-33)

Le terme 1 correspond a la sublimation de la glace au front de sublimation (terme principal),
le terme 2 représente la mise en équilibre du gradient thermique dans la couche congelée, le
terme 3 exprime le réchauffement du produit di a ’accumulation de chaleur dans la couche
congelée pendant la durée du test et, enfin, le terme 4 représente le taux de fuite intrinséque

du lyophilisateur qui contribue aussi a la montée de pression.

Les différentes notations des variables de cette équation sont décrites ci-dessous :

A, : surface de sublimation d’un flacon (m *)
F fie : taux de fuite du lyophilisateur (Pa/s)

Kv : coefficient global de transfert de chaleur d’un flacon (W/m” /K)

Lcong : épaisseur de la couche congelée (m)
M py : masse molaire de I’eau (18 kg/kmole)
N : nombre de flacons utilisés

Po(Ti) : pression de vapeur d’eau a I’équilibre thermodynamique avec la glace a la température Ti au

front de sublimation(Pa)
Pc : pression initiale totale de la chambre (Pa)
R : constante des gaz parfaits (8314 J/kmole/K)

A

L. . .y 2 -1
R, : résistance normalisé¢ au transfert de matiére (Pa.m” .s. kg™)

t : temps de la mesure (s)

Tv : température du mélange gazeux dans le lyophilisateur (K)
Taheir : température des étageres (K)

Ty : température au fond du flacon (K)

V : volume de la chambre de lyophilisation (m* )

AHs :enthalpie de sublimation (J/Kg)

Cp gl : capacité thermique spécifique de la glace (J/kg/K)

Peg : Masse volumique de la glace (kg/m’)

K = A/(Pg Leong.Cpg) o1 A est la conductivité de la glace (W/m/K)

Les auteurs de la méthode MTM préconisent une valeur du rapport, volume de
chambre/surface totale de sublimation, au moins égale a 1,28 m pour parvenir a une
sensibilité convenable de la méthode (montée de pression suffisante).
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Récemment, Obert (2001) a modifié ce modele en tenant compte:

e de la désorption de I’eau liée pendant la sublimation : dP/dt =D 4¢ ou D 45 représente
la constante cinétique de désorption de I’eau liée dans la couche seche (Pa/s)

e de I'inertie thermique du flacon, introduite par le terme 3.

De plus, le coefficient global de transfert de chaleur Kv est calculé, a 1’aide de la relation ci-
apres, en faisant les hypotheses :

e de I’état stationnaire des transferts de masse et de chaleur ;

e que la pression partielle de la vapeur d’eau dans le flacon est égale a la pression totale
de la chambre ;

e que les surfaces de sublimation A et A, respectivement calculées par rapport a la
surface interne et externe du flacon sont sensiblement égales.

k- (BT~ Pe)AHs

v

(Eq. 1-34)
R, (T, -T,)

En remplagant le terme K, (Eq 1-34) dans 1’équation (Eq 1-33), ’expression de la montée en
pression s’écrit (I’inertie thermique du flacon et la désorption sont prises en compte) :

N.As.R.T
P(t) = By (T,) = (R (T)) = P.).exp(-————1)+
M, ,V.Rp
Py(T,).AH ¢.M P(T) PAH
MMy (B -R)AH, D
RT; mﬂacon'cpﬂacon i, ’
(Cpg'LCGng'ng +—)Rp
A
(Eq. 1-35)

Dans le cas d’un systéme avec une vanne a fermeture rapide, une approche plus rigoureuse a
été¢ proposée par Chouvenc et al. (2004). Ces auteurs ont proposé et validé un modele
physique plus cohérent, dénommé modele PRA, basé sur les équations élémentaires de
transferts de masse et de chaleur du systéme ainsi que sur les équations constitutives (modele
PRA : Pressure Rise Analysis). Ainsi, deux gaz contribuent a la montée de la pression totale :
la vapeur d’eau produite par la sublimation et le gaz inerte provenant uniquement de la fuite
de I’appareil. Le terme principal correspond a la vapeur d’eau générée par la sublimation de la
glace et, dans une plus faible proportion, a la désorption de I’eau non congelable de la maticre
séche :

dP As.R.
aw NASRIV. p 7y p )+ D

dt
M,,,V.Rp

(Eq. 1-36)

des
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ou Peau représente la pression partielle de vapeur d’eau dans la chambre de lyophilisation.
La loi d’Antoine a été utilisée pour exprimer la pression d’équilibre de la vapeur d’eau, Py, en
fonction de Ti au front de sublimation [Perry 1973] :

-6320,15

In(F)=—+

+29,56 (Eq. 1-37)

La pression totale du gaz est calculée en sommant les pressions partielles de 1’air et de la
vapeur d’eau :
P(t) = P’eau +Pinert (Eq. 1-38)

ou Piyert représente la pression partielle du gaz inerte provenant de la fuite de 1’appareil.
Par ailleurs, le bilan thermique pour un flacon, s’écrit sous la forme suivante :

dQ dT; (t) As’ AHS ] I/]‘4H20AI—Idex
E = Ava (Tx - T}:) = (pcg Cp,choongAv + mﬂacnn'cp,ﬂacnn) 7 + Ié\ (PO (T;) -P eau (t)) + TT,V des
p
(Eq. 1-39)

Aprées réarrangement, la vitesse de montée de température au niveau du front de sublimation
s’exprime comme suit :

A _ . VM, ,AH.,,,
d?z @ _ lm | K(PUT,~T)~ SLt (exp(% +29.5578) = P, (1) = — "= D
! pcgcp.cgl‘cong + W RP i(t) AV '

v

(Eq. 1-40)

A la différence du modele MTM précédent, il est a noter que ce modele tient compte, au
cours du test PRA, d’une part, de la variation de la température au niveau du front, Ti, et,
d’autre part, de la variation de Kv en fonction de la pression totale par la relation suivante :

dK ,(P) al,

(Eq. 1-41)

ou lyp représente la distance moyenne équivalente de séparation entre le flacon et 1’étagere
(m).

La température de la couche congelée au fond du flacon est supposée constante pendant la
durée de la mesure et est calculée a partir de 1’équation de transfert de chaleur a 1’état
stationnaire a travers la couche congelée, a savoir :

— Pc) A i

A initial

e L
_ flacon cong
Tb - (T + —)’(Poinitial
‘flacon cg R
p

Po,.. : pression de la vapeur d’eau au front de sublimation avant la fermeture de la vanne (Pa)
Tiw : température au front de sublimation avant la fermeture de la vanne (K)

(Eq. 1-42)
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De plus, ces auteurs ont validé ce modele et comparent, d’une part, les températures estimées
par la méthode PRA et les mesures expérimentales fournies par thermocouples, et d’autre
part, les valeurs de Kv. En outre, elle présente I’avantage d’une meilleure stabilit¢ numérique
et conduit a des temps de calcul plus courts.

Par ailleurs, le modéle PRA a été étendu au cas des lyophilisateurs équipés de vannes a
fermeture lente, cas rencontrés sur les lyophilisateurs industriels. Il a été¢ aussi démontré que
la méthode PRA conduit a des valeurs de Kv a peu prés constantes pendant la durée de la
mesure et que la désorption peut étre négligée pendant la durée de la sublimation. Cette
méthode a permis une bonne estimation de la température du front de sublimation ainsi que
des coefficients globaux de transfert de chaleur, Kv, et de la résistance normalisé au transfert

A

de masse de vapeur d’eau a travers la couche séche, R .
P

1.5.5. Suivi par sonde proche infra-rouge (NIR)

En lyophilisation, la spectroscopie du proche infra-rouge a été utilisée, tout d’abord, pour
déterminer la teneur en eau finale du lyophilisat [Jones el al. 1993], méthode non invasive, ni
destructive en mesurant quantitativement la bande correspondante a la fonction hydroxyle de
I’eau. Les tests en proche infra-rouge se font directement a travers la paroi du flacon avec
seulement 50 mg d’échantillon. Cette méthode permet de minimiser le temps d’analyse par sa
facilité de mise en ceuvre et son colit d’utilisation. C’est pourquoi par sa simplicité, ce capteur
a été adapté au suivi de la lyophilisation [Brulls et al. 2003]. Les spectres sont calibrés a I’aide
d’étalons en eau, qui sont titrés par la méthode Karl Fisher afin de convertir le signal de
réflectance en teneur en eau. Le capteur est directement plongé dans la solution et le spectre
est enregistré avec 128 balayages durant toute la lyophilisation. Ainsi, le point final de
congélation totale de 1’eau libre en glace et les fins des deux périodes de dessiccation sont
détectables. En outre, cette méthode permet de suivre les dommages sur les structures
secondaires (hélice a et feuillet B) des protéines [Bai et al. 2004] ainsi que les changements
conformationnels.

1.6 Importance de la formulation en lyophilisation.

1.6.1. Introduction.

Selon Jennings (1999) la formulation est a la lyophilisation ce que le soleil est au systeme

solaire. Cette phrase traduit I’importance de la formulation pour la lyophilisation.

Une formulation est composée de plusieurs constituants, tels que : un ou plusieurs solutés
(principe actif, protéines), un solvant (généralement 1’eau), de nombreux excipients qui sont
des composés qui vont intervenir dans le bon déroulement du proceédes de lyophilisation.

L’art de la formulation est d’associer les bons composants qui permettront de satisfaire aux
nombreux criteres de qualité et de stabilité du produit lors du procédé de lyophilisation et
ensuite au cours du stockage du lyophilisat. La formulation déterminera 1’état physique et
thermique du lyophilisat, d’ou son importance majeure pour le procédé de lyophilisation.
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1.6.2. Le principe actif.

a. Les principes actifs synthétiques.

Les principes actifs synthétiques sont obtenus a partir de réactions chimiques organiques
ou inorganiques. Le grand avantage de 1’utilisation des PA synthétiques est qu’ils peuvent
avoir un degré de pureté trés grand. L élimination des impuretés permettra d’avoir un produit
lyophilisé¢ sous forme cristalline. L’état cristallin étant plus stable que 1’état amorphe,
I’utilisation dans certain cas de PA synthétique sera préféré au PA naturel.

b. Les principes actifs naturels.

Les principes actifs naturels sont obtenus a partir de procédés naturels comme par exemple
la fermentation. Citons les deux principes actifs les plus importants qui sont les vaccins et les
protéines. Les procédés qui permettent de produire les principes actifs naturels sont trés lents,
contrairement a ceux permettant de produire des principes actifs synthétiques. S’il est possible
que pour un méme principe actif (exemple protéine naturelle) d’avoir son homologue
synthétique, I’utilisation du PA synthétique sera préférée.

1.6.3. La formulation appropriée.

Une formulation adéquate tout comme les conditions opératoires du procédé de
lyophilisation sont nécessaires a une bonne stabilité du principe actif. Les excipients doivent
exercer leur protection pendant la congélation, la déshydratation, le stockage, diminuer la
tension de surface, et éviter I’oxydation et/ou 1’agrégation. Les sucres et les polyols sont des
stabilisateurs universels mais, s’ils sont utilisés en quantité inappropriée, ils peuvent
déstabiliser le principe actif. Pour la lyophilisation, il faut au minimum 2% en matic¢re séche
dans la solution de départ et de 2 a 10% de principe actif par rapport a la matiere seche soit
0,002% a 0,04% par rapport a la masse totale du flacon. De plus, la sélection du type et de la
nature des bouchons entrent de fagon extrinséque dans la formulation [Corveleyn 1997]. En
effet, le verre peut interagir avec la formulation si cette derni¢re possede des valeurs de pH
¢levées. De plus, la désorption d’humidité provenant du bouchon dépend de la matiére dont il
a été traité : application de silicone ou encore la stérilisation. Il a été observé que la désorption
de traces incluse dans sa masse, se faisait plutot pendant 1’étape de remise a pression
atmosphériques a la fin de la lyophilisation, que pendant la lyophilisation elle-méme.

Les cryoprotecteurs peuvent étre des polymeéres comme le BSA( Bovin Serum Albumin), le
ficoll, le dextran ou encore du HES ( amidon hydroyéthyl¢). Certains cryoprotecteurs comme
les sucres protégent aussi bien pendant la congélation que pendant les étapes de séchage et
sont appelés lyoprotecteurs. Ces lyoprotecteurs se regroupent en 4 familles :

e les sucres : tréhalose, lactose, saccharose, glucose, galactose, maltose, fructose,
mannose. ..

e les polyalcools : mannitol, sorbitol, insitol...
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e les acides aminés: glucine, alanine, proline, lysine...

e les méthylamines : triméthylamine-N-oxide, bétaine, sarcosine...

Pendant la congélation, les concentrations des différents solutés augmentent en raison de la
cryo-concentration ce qui peut produire une dégradation des principes actifs.

Les sucres et les polyols en solution sont de remarquables lyoprotecteurs pour stabiliser le
principe actif durant la congélation et la lyophilisation. Arakawa et al. (1993) suggerent
qu’une concentration en sucre de 0,3 M est le minimum (environ 1% de matiére seche) pour
obtenir une stabilité suffisante. Nema et Avis (1993) ont montré que 1’ajout de saccharose (de
2% jusqu’a 34%) diminuerait ou voire ferait disparaitre la perte d’activité. D’autres sucres ou
polyols ont un effet protecteur comme le glycérol, le lactose, le sorbitol et le mannitol entre
0,5 et IM. Au contraire, de faibles concentrations en saccharides de I’ordre de 5 a 100mM ne
peuvent avoir aucun effet, comme par exemple le glucose ou le tréhalose qui n’ont aucun effet
protecteur sur la LDH (lactate déshydrogénase) [Carpenter et al., 1993].

Tanaka et al. (1991) ont montré que la concentration en saccharides doit étre suffisante pour
former une monocouche a la surface de la protéine (ou principe actif) ce qui permet de
maximiser sa stabilisation. Un compromis sur le ratio excipient/PA est a trouver car soit ce
ratio est suffisant pour la stabilisation soit il est trop important et aucune stabilisation ne sera
alors observée. Pratiquement, le ratio massique stabilisant/PA varie entrel/1 et 10/1 mais il
faut bien s’assurer que le PA est bien inclus dans une matrice stabilisante. Pour les systémes
de PA dilués, il est préférable d’utiliser a la fois un agent structurant comme la glycine et le
mannitol et un stabilisant. Ainsi, cette association permet d’obtenir a la fois une structure
adéquate du lyophilisat et une stabilité optimale sans atteindre de trop fortes concentrations de
soluté qui ralentirait la sublimation.

Parmi les disaccharides, le tréhalose et le saccharose sont les plus utilisés. Green et Angell
(1989) ont étudi¢ les anomalies du tréhalose pour sa relative efficacité de protection ; ils ont
conclu que I’absence de liaisons hydrogéne intermoléculaires dans le dihydrate cristallin
favoriserait sa capacité a interagir avec la protéine. En milieu acide (pH=5), il serait beaucoup
plus efficace que le saccharose et le raffinose. Ces derniers s’hydrolysent plus rapidement que
le tréhalose en sucres réducteurs a 1’état solide. En revanche, ’inefficacité de certains sucres
pourrait dépendre de la longueur de la chaine glucosidique. Ainsi, une chaine trop longue
pourrait réagir de facon intermoléculaire par liaison hydrogéne.

Les polymeéres sont aussi utilisés, en particulier, pour stabiliser les protéines en solution,
pendant la phase de congélation et de déshydratation. Ils peuvent aussi améliorer la stabilité a
long terme pendant le stockage en réduisant 1’agrégation. Les polymeéres lyoprotecteurs les
plus utilisés sont 1’albumine du serum bovin (BSA) ou encore la HSA (human serum
albumine), le PVA( polyvinylalcool) et la gélatine.

Les polymeéres comme le dextran stabilisent la protéine en augmentant la valeur de Tg et en
inhibant la cristallisation du saccharose [Skrabanja 1994], en raison de I’augmentation de la
viscosité induite par I’ajout de polymere. Cependant, d’autres polymeres peuvent déstabiliser
la protéine a cause de leur encombrement stérique et ainsi empécher les liaisons hydrogene
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avec la protéine. Comme par exemple, le dextran qui ne s’avere pas un bon protecteur du
lysozyme en raison de son incapacité a se lier a la protéine.

Les tensio-actifs abaissent la tension de surface de la protéine en solution et réduisent la
force motrice d’adsorption de la protéine et/ou 1’agrégation a leur interface. Une faible
concentration de détergents non ioniques est souvent plus efficace grace a leur faible
concentration micellaire critique (C.M.C). Le tween 80 est le protecteur le plus utilis¢ pour
protéger le LDH a des concentrations variant entre 0,0005 et 0,01%. Les détergents servent
aussi pour stabiliser les protéines pendant la reconstitution.

L’acide ascorbique est fréquemment utilisé comme anti-oxydant, dans le cas ou I’oxygéne est
tres fortement absorbé dans la phase cryo-concentré pour limiter la dégradation des protéines.

Les sels stabilisent peu la protéine mais ils sont nécessaires pour parvenir a 1’isotonie de la
formulation [Hottot et al., 2005] quand il s’agit de produits parentéraux. Dans le cas de la
ribonucléase, NaCk et KCI n’ont aucun effet tandis que les sels comme CaCl2 et KSCN, avec
un degré supérieur, ont un effet déstabilisant tout comme les sels bromhydriques.

Des agents structurants sont parfois nécessaires pour apporter un renfort mécanique a la
formulation ou lorsque le pourcentage en maticre seche est inférieur a 2%. Citons a titre
d’exemple, la glycine, le mannitol, le PVP (polyvinyl pyrroldone) et certains acides aminés.
Cependant, les excipients peuvent déstabiliser la protéine quand les concentrations ne sont pas
adaptées.

Les tampons servent a maintenir le pH optimal d’activité de la protéine pendant tout le
procédé de la lyophilisation et aussi pendant le stockage. Ainsi, pour la congélation, il est
conseillé de minimiser la concentration en tampon pour éviter sa cristallisation mais cette
concentration peut étre plus importante pour stabiliser la protéine pendant le stockage [Wang
2000]. Des études ont montré qu’en général le phosphate de potassium maintient la valeur du
pH initial de la formulation au cours de la congélation. Cependant, 1’étude de 1’ensemble
tampon-formulation est toujours nécessaire pour éviter des fausses conclusions car un tampon
n’interagit pas de la méme manic¢re selon I’excipient ou/et la protéine présents dans la
formulation. De plus, le lyoprotecteur doit permettre d’éviter les variations de pH trés souvent
néfastes a I’efficacité thérapeutique et a la stabilité du principe actif apres lyophilisation.
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1.7 Lyophilisation en milieu non aqueux.

Comme vu dans les paragraphes précédents, dans leur grande majorité, les formulations
pharmaceutiques destinées a étre lyophilisées sont des solutions aqueuses. Dans ce cas 1’eau
est typiquement le seul solvant qui va étre éliminé par sublimation ensuite par désorption.
Cependant, il existe des cas ou la lyophilisation a partir d'un solvant organique ou d'un
mélange d'eau et de co-solvant organique présente une formulation plus avantageuse par
rapport a la lyophilisation a partir d'un milieu aqueux. On peut citer l'exemple du
CAVARIJECT, qui est un produit pharmaceutique commercial obtenu par lyophilisation a
partir d'un systéme avec co-solvant organique: 20% (v/v) ter-butanol/eau.

L'utilisation de solvants ou de co-solvants organiques est favorable aussi bien pour les
facteurs de qualité du produit fini que pour les colits opératoires du procédé. Parmi ces
avantages, on peut citer : I'augmentation de la vitesse de sublimation et, par conséquent, une
diminution du temps de séchage, I'amélioration de la stabilité chimique de la solution a
lyophiliser, I'augmentation de la stabilité¢ chimique du produit sec, la facilit¢ de préparation de
la solution grace a l'augmentation de la mouillabilité et de la solubilité du produit. Ainsi
l'utilisation de tels systemes permet d'améliorer les propriétés de reconstitution (exemple:
diminution du temps de reconstitution) et d'assurer la stabilit¢ de la solution a lyophiliser
[Teagarden et Baker 2001]. Cependant, on doit étre conscient de la multitude des problémes
que peut engendrer l'utilisation des solvants organiques: toxicité due aux solvants, problemes
de sécurité liées a I'utilisation de produits inflammables et/ou explosifs (ce qui peut nécessiter
des équipements spéciaux ATEX), les solvants utilisés doivent avoir une grande pureté, la
nature et la teneur en impuretés doivent étre connues avec exactitude et, souvent, un tres
faible niveau résiduel du solvant est impos¢€ par une réglementation stricte (toxicité).

On doit garder toujours a l'esprit qu'une formulation adéquate nécessite de connaitre les
relations entre la formulation, les conditions opératoires de lyophilisation et de stockage ainsi
que les nombreux attributs du lyophilisat. Ces mémes principes sont applicables dans le cas
de l'utilisation des solvants organiques. Les avantages et les inconvénients de leur utilisation
doivent étre soigneusement examinés avant leur sélection éventuelle pour la production de
produits pharmaceutiques lyophilisés, particuliérement lorsqu'il s'agit d'une forme injectable.
Le tableau 1.2 représente les principaux solvants organiques utilisés pour la lyophilisation de
produits pharmaceutiques. Dans ce tableau on a aussi reporté quelques propriétés physiques et
physico-chimiques de chacun de ces solvants. Plusieurs produits pharmaceutiques ou
médicaments sont obtenus par lyophilisation en milieu non aqueux. Le systéme de solvant est
choisi sur la base des informations citées ci-dessus. Le tableau 1.3 regroupe quelques
exemples de médicaments préparés avec des co-solvants organiques. En plus de I'utilisation
de la lyophilisation a partir de co-solvants organiques pour la production de poudre
pharmaceutique, cette technique est aussi utilisée dans la préparation de spécimens
biologiques ou pour l'isolation de la Iécithine. La lyophilisation de spécimens biologiques a
partir de co-solvants organiques améliore la préservation du spécimen pour l'analyse en
microscopie électronique a balayage (MEB). Le ter-butanol semble étre le principal solvant
organique choisi pour cette utilisation. La structure de la surface de 1'échantillon reste intacte
lorsqu'il est congelé rapidement puis lyophilisé a partir d'un solvant organique approprié tel
que le ter-butanol.
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Flammability

Lower Upper
Solubility Vapor Freezing Boiling Antoignition flamm. flamm.
in water pressure point  point  Flash point temperamre limit limit
Solvent (%a)a  (mm Hg at 20°C) (0C) (0C) (OFrC) [OFrC) {in air vol. %) (in air vol, %&)
Tert -butanol 100 26.8 40 82 32111 892/478 204 8.0
Ethanel 100 41,0 -114 783 6216 7931423 33 19
n-propanol 100 145 -127 971 39135 T60/404 21 13.3
n-butanol 7.7 5.6 -90 117.5 9535 689/363 14 11.2
Isopropanel 100 310 895 81 33.6/12 730/398 25 12
Ethyl acetate 87 64.7 -84 L S T BOO/426 22 11,3
Dimethyl carbonate 05 72 2 20 6518 — 42 129
Acetonitmle 100 69.8 -448 20.1 45/8 975524 40 16.0
Dichloromethane 13 3439 -97 40 none 1033/556 14 2
Methyl ethyl ketone 27 76.2 -87 79.6 26/-3 285/474 1.7 10.1
Methyl isobutyl ketone 2.0 5.1 -80 117 56113 B60/460 12 B

Tableau 1.2 : Propriétés physiques de quelques solvants organiques utilisés en
lyophilisation [Teagarden et Baker 2001]

Drug Co-solvent system

Alprostadil 20% v/v tert-butanol/water
(CAVERJECT SPo)

Aplidine 40% wiv tert-butancliwater

Ameoxicillin sodium

Tobramycin sulfate

Gentamicin sulfate

N-cyhelodexyl- N- methyl-4-(2-
oxe-I 2.3, 5-tetrahydroimmidazo-[2,
blguinazelin-7-yljoxybutyramide
with ascorbic acid

Cyclchexane-I.2-diamine Pt(IL)
complex

Annamycin

Cephalothin sodium
Cephalothin sodium

Prednizolone acetate/
polyglycolic acid

Gabexate mesylate
Piraubidin hydrochloride
Progesterone, coronene.
fluasterone, phenytoin
Fructose-16-diphosphate
Po Wy(lactide-co- glycolide)
Dicleoylphospha tidylcholine
and dioleoylphophatidylglyeerol
Vecuroniumbromide
Bovine pancreatic
trypsin inhibitor

1-

20% wviv tert-butanol water
Tert-butanol water
Tert-butanol'water
50% wiv tert-butanolwater

Tert-butancl

Tert-butanol’ dimethyl
sulfoxide water

3% wiw isopropyl
alcoholwater

4% ethanol, 4% methancl,
or 4% acetone’water

Carbon  tetrachloride!
hexafluoroacetone
sesquihiydrate

Ethanol'water

Ethanol/water

Chlorcbutanc]l hemihydrate!
dimethyl sulfone

Tert-butanol water

Acetic acid

Cyelohexane

Acetonitrile
Dimethyl sulfoxide/
1% water

Tableau 1.3 : Exemples de produits pharmaceutiques lyophilisés a partir de co-solvants
organiques [Teagarden et Baker 2001]
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1.7.1. Préparation de la solution.

La premicre étape dans la fabrication de tous les produits lyophilisés est la préparation
d'une solution liquide. Ces solutions sont typiquement aseptisées, filtrées, introduites dans des
flacons stériles et enfin lyophilisées. Certains composés hydrophobes (médicaments ou
excipients) sont difficiles a solubiliser ou demandent une grande quantité d'eau pour parvenir
a une dissolution adéquate. Dans ce cas, l'utilisation de co-solvants organiques permet
d’augmenter la solubilité [Elgindy et al., 2010], de faciliter le mouillage des substances
hydrophobes, de diminuer le temps de formation d'une solution ou d'une dispersion homogéne
et de réduire la quantité de solvant a éliminer pendant I'étape de dessiccation. Toutes ces
caractéristiques peuvent avoir un effet particuliérement positif sur la consistance et la facilité
de fabrication du produit. On peut citer deux exemples de médicaments solubles dans des co-
solvants organiques: 1’Alprostadil formulé a l'aide d'un mélange tert-butanol/eau et
Phosphodiesterase complexé avec des vitamines et formulé dans une solution ter-butanol/eau.
D'autres alcools tels que I'é¢thanol, le n-propanol, ou l'isopropanol sont recommandés pour
augmenter la solubilité de certains principes actifs. Le mélange eau+tert-butanol (co-solvant)
a 40% (v/v) de tert-butanol sélectionné pour solubiliser et lyophiliser 1'Aplidine, augmente de
40 fois la solubilité du produit par rapport a une solution aqueuse.

1.7.2. Stabilité de la solution.

Le défit majeur dans le développement de produits stériles injectables est sa durée de vie
limitée en solution. Pour surmonter ce probléme d'instabilité, la majorité de ces produits sont
développés sous forme solide par lyophilisation. Nous savons que 1'¢laboration d'un produit
lyophilisé nécessite d'abord la préparation d'une solution, la filtration pour la stérilisation, le
remplissage dans les flacons, et finalement la lyophilisation pour éliminer le solvant. Toutes
ces opérations se font par manipulation du produit sous forme liquide pendant une période
donnée. Toutefois, une fois en solution, le produit peut atteindre différents états de
dégradation qui dépendent des cinétiques des mécanismes de dégradation. La présence de
solvants organiques a différentes teneurs peut aussi avoir un effet important sur la stabilité
chimique et biologique [Zhang et al., 2009] de la solution. Les médicaments instables en
solution aqueuse demandent une stabilité supplémentaire pour atteindre un niveau de
dégradation acceptable pendant la fabrication. Le (1,3-bis(2-chloroethyl)-I-nitrosourea) est un
agent antinéoplasique (substance qui détruit les cellules cancéreuses ou qui empéche leur
prolifération) dont les formulations aqueuses sont rapidement dégradables ; une étude a été
menée sur la lyophilisation de ce produit a partir d'un mélange éthanol/eau pour améliorer sa
stabilit¢ en solution [Flamberg et al., 1970]. Cependant, les résultats obtenus étaient
insatisfaisants a cause d'un aspect inacceptable du lyophilisat et d'une perte importante de
produit. L'Alprostadil a été lyophilisé avec succes a partir d'un mélange co-solvant tert-
butanol/ eau. La cinétique de premier ordre de la réaction de dégradation de I'Alprostadil dans
un mélange ter- butanol 20 % (v/v) /eau 80 % (k=0.0011/jour a 25°C) a été nettement réduite
comparativement a celle observée avec une solution purement aqueuse a la méme valeur de
pH (k=0.0041/jour a 25°C). La diminution de la vitesse de dégradation a permis de réaliser les
opérations de préparation de la solution a température ambiante et sans refroidir la solution.
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En plus, une flexibilité supplémentaire dans la planification de ces différentes opérations a été
obtenue puisque les réactions de dégradation en solution étaient minimisées. Le Trecetilide
fumarate est un principe actif injectable contre 'arythmie (altération du rythme normal d'un
organe, arythmie cardiaque, arythmie respiratoire) stabilis€¢ par lyophilisation a partir d'un
systtme a co-solvant organique ter-butanol/eau [Baker 1998]. Les analyses cinétiques
montrent que la dégradation en solution survient selon un mécanisme de substitution SN 1 et
une ¢limination El. Les facteurs tels que la force ionique, le type de tampon, le pH de la
solution, la concentration du produit et des tampons n'affectent pas la vitesse de dégradation;
la déstabilisation du groupement fluorure est I'une des rares méthodes pour controler cette
réaction. L'utilisation du co-solvant ter-butanol/eau diminue la vitesse de dégradation en
solution d'un facteur allant de 4 a 5 ce qui permet de mieux conduire le procédé et de
controler le niveau de dégradation. La vitesse de dégradation est d'autant plus faible que la
teneur en ter-butanol est plus importante. L'expérience a montré que la difficulté de
déplacement du groupement fluorure est le principal facteur pour améliorer la stabilité¢ du
Trecetilide fumarate. L'aptitude du ter-butanol a solvater et a stabiliser les deux ions apparait
comme un facteur important. L'utilisation du ter-butanol permet la solubilisation du
Trecetilide fumarate et le remplissage dans les flacons pendant une période supérieure a 24
heures. Le lyophilisat résultant peut avoir une durée de vie acceptable d'au moins deux ans a
température ambiante. Cela présente un avantage trés significatif par rapport a la solution
aqueuse congelée qui doit étre maintenues a -80°C et qui possede une durée d'utilisation de 3
heures (apres décongélation). Ce type de résultat est certainement transposable a beaucoup
d'autres produits susceptibles de se dégrader en solution.

1.7.3. Influence de la nature des co-solvants sur le procédé de lyophilisation

1.7.3.1 Effet sur la congélation.

La premiére étape de la lyophilisation implique la congélation de la solution pour extraire
le solvant du principe actif et des excipients a travers la formation de cristaux de solvant, le
plus souvent de glace. C'est pourquoi le systéme est d'abord refroidi pour faire passer tous les
composés a l'état solide. Ce refroidissement s'accompagne trés souvent d'une surfusion
puisque la nucléation commence a une température inférieure a la température d'équilibre
thermodynamique de la solution donnée par le diagramme d’état (liquidus). Par conséquent,
lors de la congélation, la croissance des cristaux tend a étre rapide et conduit a un mélange
complexe avec différentes phases sous forme cristalline, amorphe et métastable. L'impact des
solvants organiques sur les différentes phases de lyophilisation a été largement discuté
[Seager e al., 1978,1985; Seager 1978, 1979a,b]. Comme prévu, la nature et la concentration
du solvant affectent les caractéristiques de la solution congelée avant séchage (sublimation), a
savoir: la taille et la morphologie des cristaux de glace ou de solvant, la vitesse de
sublimation, la température de collapse, I'apparence du produit sec ou 'gateau', la surface
spécifique de ce gateau, les propriétés de reconstitution, etc. Le solvant peut aussi affecter le
degré de cristallinité du produit. Il a été montré que l'incorporation d'alcool isopropylique
donne facilement du Cefazolin sodium hautement cristallin [Koyama et al., 1988]. Pour
améliorer ce procédé, un traitement thermique (ou recuit) est parfois recommandé, ce
traitement assurant une recristallisation plus au moins poussée du produit congelé.
Inversement, l'utilisation de co-solvants peut avoir dans certains cas un effet négatif sur la
morphologie pendant la congélation. L'utilisation de solvants organiques volatils, tels que le
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tert-butanol peut provoquer la précipitation du produit lors de la derniere phase de la
congélation a cause de l'évaporation du solvant. Ce phénoméne peut alors entrainer une
augmentation de la concentration du produit jusqu'a atteindre son niveau de saturation [ Seager
1979b]. Une attention particuliére doit aussi €tre accordée aux changements de concentration
des excipients et des tampons de fagon a ce qu'ils n'excédent jamais leur niveau de saturation.
Cette précaution est particulierement nécessaire pour les tampons phosphatés puisqu'ils ont
une faible solubilité en présence de certains cations tels que I'aluminium, le calcium ou le fer
[Hasegawa et al., 1982a, b, c, 1983]. La précipitation des sels donne une solution trouble
apres reconstitution. La taille et la morphologie des cristaux de glace peuvent alors varier
selon la nature des solvants organiques choisis. La présence de solvants organiques possédant
un point de fusion élevé tel que le ter-butanol (T=25°C) entraine la cristallisation du solvant
dans la matrice de glace au fur et a mesure que la température diminue [Rey 2004].

La présence de ter-butanol altére la morphologie des cristaux de glace lors de leur formation.
La taille des cristaux de glace change avec la quantité de ter-butanol dans le systéme. Des
analyses thermiques (DSC, cryomicroscopie) ont ét¢ faites pour évaluer les différents états
stables et métastables qui se forment pendant la congélation [Kasraian et Deluca 1995a]. Ces
données suggerent qu'une concentration en ter-butanol entre 3 et 20% w/w conduit a la
formation de cristaux de glace de forme dendritique. Lorsqu'ils sont sublimés, ces gros
cristaux créent de gros pores et une matrice plus perméable a la vapeur d'eau ce qui favorise
I'é¢tape de sublimation. D'autres solvants tel que le di méthyle carbonate conduisent apres
congélation a un eutectique, constitué¢ d'un solvant organique solide mélangé avec la glace, le
principe actif et les excipients. Néanmoins, la plupart des solvants organiques étudi€s [Seager
et al., 1985] tel que le méthanol, 1'éthanol, n-propanol, n-butanol, acetonitrile, méthyle éthyle
ketone, dichloromethane, le méthyle isobutyle ketone ne congelent pas dans les
lyophilisateurs classiques mais ils restent sous forme de résidus liquides dans la matrice
congelée. Des solutions contenant 8% d'éthyle acétate, 10% diméthyle carbonate ou 10% n-
butanol subliment rapidement. Des solutions contenant une quantité d'éthanol supérieure a
20% sont presque impossible a sécher et conduisent un gateau collapsé [Seager et al., 1985].
Certains solvants plus hydrophiles tels 1'é¢thanol ou le méthanol retiennent une quantité
significative d'eau qui congéle partiellement lorsque la température diminue. Dans le cas des
systemes qui congelent complétement (exemple tert-butanol/eau), les cristaux de glace se
développent verticalement vers le haut du flacon jusqu'a atteindre la surface du lyophilisat en
y formant une couche d'eutectique. Les solvants hydrophiles susceptibles de retenir une
grande quantité d'eau forment des couches liquides épaisses contenant des cristaux. Les
solvants moins hydrophiles forment des couches plus fines avec moins de cristaux.

Les échantillons a sécher doivent étre protégés des flux radiatifs pour prévenir les fluctuations
de température et un séchage hétérogéne. Ceci est particulierement important dans le cas des
co-solvants organiques, puisque la chaleur de sublimation est nettement plus faible que celle
de la glace [Willemer 1975]. 1l est également intéressant de noter que le temps de remplissage
et la congélation de la solution doivent étre attentivement contrdlés. Le caractére volatil de la
fraction organique de la solution peut provoquer une perte partielle du solvant organique par
évaporation lors de la préparation des échantillons avant lyophilisation. Il faut également étre
attentif aux phénomeénes de reflux lors de l'utilisation de solvants tres volatils tel que le ter-
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butanol. Cette situation peut se produire lorsque le ter-butanol se condense et ruisselle sur les
parois du col du flacon et retourne ainsi dans la solution. Aprés lyophilisation, le flacon peut
présenter des taches de poudre au niveau du col. Cet aspect est indésirable a cause de sa
mauvaise apparence et d'un possible effet de contamination au contact avec le bouchon en
caoutchouc. Ce probléme peut alors étre minimisé en écourtant la période entre le remplissage
et la congélation de la solution.

1.7.3.2  Influence sur [’étape de sublimation.

L’utilisation des co-solvants organiques a un impact direct sur la vitesse de sublimation.
Les équations (1-12) et (1-30) ci-dessous restent applicables dans les cas des formulations
préparées a partir des co-solvants organiques.

R -P
m= (Eq 1-12)
Rp
m = AVKV(Tshezf —T,)/AH (Eq 1-30)

D’apres ces équations le débit de sublimation m est directement dépendant des deux
principales données thermodynamiques du mélange de co-solvants qui sont la pression de
vapeur a 1’équilibre solide vapeur P, et ’enthalpie de sublimation AH . Ces valeurs sont a

déterminer avec précision car elles sont indispensables a la bonne compréhension de
I’évolution de la vitesse de sublimation. L’autre facteur qui agit directement sur le débit de
sublimation est la résistance de la couche séche. Cette résistance est directement liée a la taille
des cristaux de co-solvants qui ont été¢ formés pendant la phase de congélation. Ainsi une
caractérisation de la taille des cristaux est nécessaire pour mettre en évidence son influence
sur la vitesse de sublimation.

Teagarden et Baker (2001) expliquent que beaucoup de co-solvants utilisés en lyophilisation
augmentent la vitesse de sublimation car ils ont une pression de vapeur plus élevée que celle
de I'eau et, par conséquent, présentent une plus grande force motrice de transfert. Nous allons
dans notre étude nous intéresser au cas du mélange TBA/eau et vérifier si la pression de
vapeur du TBA solide est supérieure a celle de la glace, ce qui expliquerait 1’augmentation de
la vitesse de sublimation. Deluca et al. (1989b) remarquent dans leur étude une accélération
considérable de la vitesse de sublimation de deux matrices congelées de lactose et de sucrose
avec des concentrations en ter-butanol de 5 et 10 % massiques. Ces auteurs ont observé que le
lactose et le sucrose sont lyophilisés avec succes en présence de ter-butanol a une température
d'étagere considérablement plus élevée que celle correspondant a une formulation purement
aqueuse, la vitesse de sublimation étant nettement augmentée en utilisant le ter-butanol
comme co-solvant. La lyophilisation de sucrose en présence de ter-butanol réduit de moiti¢ la
durée de sublimation, et avec une température de collapse largement augmentée. Le ter-
butanol congele rapidement et reste a I'état congelé durant la phase de dessiccation primaire.
L'ajout de ter-butanol permet de former une matrice poreuse trés perméable et avec une
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surface spécifique plus importante ce qui facilite le transfert de masse de la vapeur grace a la
faible résistance du gateau. La lyophilisation de formulations semblables a base de
carbohydrates tels que le lactose, formulées a partir du mélange ter-butanol/eau (exemple:
CAVERJECT) conduit a des structures poreuses comme illustré par microscopie électronique
a balayage (MEB) sur la figure 1.16. Cependant, il a été également observé que l'utilisation en
lyophilisation d'autres solvants susceptibles de ne pas congeler dans les lyophilisateurs
classiques, avec des concentrations de l'ordre de 5% (exemples: méthanol, éthanol,
isopropanol, acétone, n-butanol ou dioxane) conduit & des gateaux de lactose et de sucrose
collapsés.

Figure 1.16 : Image obtenue par MEB d'un produit pharmaceutique lyophilisé a partir de
co-solvants organiques [Teagarden et Baker 2001]

Une étude plus approfondie a été menée sur la lyophilisation d'une solution a 5% en sucrose a
partir de ter-butanol, considéré comme un "accélérateur" des phénomenes de transfert
[Kasraian 1994 ; Kasraian et Deluca 1995b]. 1l a été a nouveau observé que la phase de
dessiccation primaire est beaucoup plus rapide lorsqu'on utilise un mélange TBA/eau (5% en
ter-butanol) par réduction du temps de séchage d'un facteur 10 et la surface spécifique du
gateau sec augmente a peu pres d'un facteur 13. De plus, la présence du ter-butanol n'affecte
pas la température de collapse et cette sublimation rapide empéche le produit d'atteindre la
température de collapse.

Le mélange ter-butanol a été utilisé également pour augmenter la vitesse de lyophilisation
d'un médicament modele, le gentamicin sulfate [Baldi et al., 1994]. Le systéme de co-solvant
¢tudié n'a toutefois pas permis d'obtenir un lyophilisat acceptable. Tous les composés de la
formulation étudiée, c'est-a-dire le principe actif, la fraction ter-butanol/eau, la quantité¢ de
maltose ajoutée (utilisée comme matrice pharmaceutique susceptible d'assembler les
différents composés) ont été optimisés ce qui a permis de réduire le temps de séchage de 40 %
et d'obtenir un lyophilisat avec une porosité acceptable vis-a-vis de sa vitesse de
réhydratation. L'ajout de maltose est apparu comme le parametre clé dans le cas particulier de
cette formulation.
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1.7.4. Stabilité du produit lyophilisé.

Il est intéressant de noter que la stabilité chimique du produit sec peut étre influencée par le
type de solvant avec lequel il a été lyophilisé. La poudre du Caverject obtenue par
lyophilisation a partir d'un systéme eau co-solvant (20 % v/v ter-butanol) est beaucoup plus
stable que celle obtenue a partir d'une simple solution aqueuse. L'amélioration de la stabilité
du produit semble liée a une nette augmentation de la surface spécifique du produit sec (a peu
pres 5 fois) obtenue en utilisant ce systéme a base de tert-butanol. La figure 1.17 montre que
la constante de la vitesse de dégradation est reliée aux surfaces spécifiques correspondantes.
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Figure 1.17 : Influence de la surface spécifique de la poudre stérile du Caverject lyophilisé
a partir d'un co-solvant sur la vitesse de dégradation [Teagarden et Baker 2001].

Pour le principe actif, Alprostadil, les cinétiques de dégradation expérimentales mesurées
(c'est-a-dire la vitesse de formation du principal produit des dégradations, not¢ PGALl),
suivent un mécanisme de dégradation de second ordre. L'augmentation de la stabilité
chimique semble due a une surface spécifique du lyophilisat plus importante, ce qui
augmenterait la distance entre les molécules d'Alprostadil, diminuerait ainsi leurs interactions.
Le Cefazolin sodium est un autre exemple de produit lyophilis¢ a partir d'un systéme avec co-
solvant (mélange d'alcool isopropylique/eau) et pour lequel le lyophilisat obtenu présente une
stabilité chimique plus importante [Koyama et al., 1988].

En présence d'alcool propylique, le Cefazolin sodium initialement amorphe, cristallise
pendant la congélation. La lyophilisation a partir d'alcool isopropylique couplée a un
traitement thermique (recuit) favorise la formation de la phase cristalline du produit, phase qui
présente une meilleure stabilité. L'utilisation de co-solvants organiques s'aveére doublement
bénéfique, d'une part, en raison de temps de lyophilisation plus courts, et, d'autre part, du fait
que 1'on obtient un lyophilisat moins collapsé. D'autres alcools a courte chaine de carbone tels
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que le méthanol, I'é¢thanol et le n-propanol sont également connus pour avoir le méme effet
sur le cefazolin sodium [Cise et Roy 1981]. Par contre, dans certains cas, la lyophilisation a
partir de co-solvants organiques peut donner des systémes moins stables, par exemple lors de
la lyophilisation d'une protéine bovine a partir d'un mélange 1 % eau/diméthyle sulfoxide
[Desai et Klibanov 1995]. Les résultats expérimentaux ont montré que la protéine dissoute est
suffisamment dénaturée au point de réduire son activité enzymatique apres reconstitution.

1.7.5. Influence sur les propriétés de reconstitution.

L'aptitude du lyophilisat a se reconstituer rapidement apreés ajout d'un solvant
pharmaceutique appropri¢ dépend de plusieurs facteurs. La morphologie (surface spécifique,
porosité) du produit sec, le degré du collapse du gateau ou de fonte qui peut apparaitre au
cours du séchage, la présence de couches hydrophobes et 'homogénéité de la matrice séche
sont des facteurs qui peuvent tous influencer les propriétés de reconstitution du produit sec.
Selon la nature du co-solvant utilisé et les conditions opératoires du procédé (température,
pression, vitesse de congélation), le lyophilisat peut ou ne peut pas se reconstituer
enticrement. Donc, on aura besoin d'évaluer ces propriétés au cas par cas. Néanmoins, il
existe des exemples tels que le sucrose et le lactose lyophilisés a partir d'une solution de tert-
butanol/ eau ; le lyophilisat obtenu étant amorphe et présentant une grande surface spécifique,
on a constaté que ces matrices tendent a se dissoudre extrémement rapidement apres ajout du
solvant [Deluca et al., 1989b; Teagarden et al., 1998 a]. Il est également important de
discerner les conséquences du mode d'extraction a partir des systémes de remplissage et de
stockage (c'est-a-dire les flacons, les bouchons, les filtres et les tubes) utilisés pour la filtration
et le remplissage de la solution & lyophiliser. En particulier, 1'utilisation de flacons et de
bouchons silicatés peut engendrer des problémes lors de 1'utilisation des solvants organiques
car ces derniers peuvent dissoudre ou extraire I'huile de silicone du flaconnage
(flacon+bouchon). En effet, I'huile de silicone extraite peut alors empécher un bon mouillage
de certaines parties du gateau au moment de la réhydratation et il en résulte un produit
difficile a reconstituer et une solution trouble apres réhydratation.

1.7.6. Amélioration de la sterilité

Etant donné que beaucoup de produits lyophilisés sont injectables, il est recommandé de
travailler dans des conditions garantissant des produits stériles. Beaucoup de solvants
organiques utilisés en lyophilisation possédent des propriétés antibactériennes [Olsen 1997].
L'éthanol et 1'isopropanol a une concentration supérieure a 20 % ont une excellente activité
microbicide contre les bactéries Gram-positives (les bactéries qui résistent a la coloration a
l'alcool) et les bactéries Gram-négatives (les bactéries décolorées a l'alcool), les mycetes
(décomposition des matiéres organiques par les germes microbiens et les mycetes saprophytes
avec production de gaz), ou les levures [Wallhausser 1984]. De plus, 1'éthanol pur est moins
bactéricide que le mélange éthanol/eau, car ce dernier contribue a la dégradation des
membranes biologiques, le solvant altérant les protéines constituant la membrane. Le ter-
butanol révele des propriétés antibactériennes excellentes contre P.aeruginosa, E.coli,
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S.aureus et S.epidermidis. Il existe aussi plusieurs organismes résistants aux solvants
organiques [Inoue et Horikoshi 1989 ; Pinazo et al., 1993]. Cependant, les solvants
organiques ne garantissent pas toujours les propriétés antiseptiques requises de la solution.
Chaque formulation doit étre évaluée selon sa nature pour déterminer l'antiseptique le plus
approprié.

1.7.7. Classification toxicologique des solvants organiques.

Il est possible qu’en fin de lyophilisation des traces de solvants persistent. Etant donné que
dans la majorité des cas les solvants résiduels n’ont aucun apport thérapeutique, il est
souhaitable que la quantité résiduelle de ceux-ci soit trés faible en accord avec le cahier des
charges. Un des critéres qui limite la quantité de solvants résiduels est leur toxicité aigué.
Ainsi la DLsy de plusieurs solvants organiques utilisée en lyophilisation a été¢ étudiée par
[Teagarden et Baker 2001]. Hubbard (1997) fournit une liste exhaustive de solvants pouvant
étre utilisés en lyophilisation ainsi que leur quantité résiduelle limite. De maniére générale, les
solvants sont classés par classes. La classe 1 comporte les solvants dit CMR qui sont
considérés comme cancérigénes, mutagenes et dangereux pour I’environnement. Ceux-ci sont
a éviter. La classe 2 comporte les solvants carcinogeénes non génotoxiques pour les animaux
ou agents provoquant d'autres effets toxiques irréversibles, comme des effets neurotoxiques
ou tératogenes. Leur utilisation doit étre limitée. Cependant il existe des solvants de classe 2
utilisés pour la lyophilisation des produits pharmaceutiques rassemblés dans le tableau 1.4 ci-

dessous :
Class 2 Solwvents in Pharmacentical Products

Permitted daily Concentration

exposure hinut

Solvent (mg/day) (ppm)
Acetomitrile® 4.1 410
Chlorobenzens 3.5 360
Chloroform 0.6 60
Cyclohexane® 388 3880
1. 2-dichloroethens 187 1870

Dichleremethane® 6.0 GO0
1.2-dimethoxyethane L0 100

N.N-dimethylacetanmde 10.9 1090
N.N-dimethylformamide 88 880
1 4-dioxane 38 380

2-ethoxvethanol 1.6 160
Ethylene glycel 6.2 G620
Formanude 232 220
Hexane 29 290
Methanol® 30.0 3000
2-methoxyethanol 0.3 50
Methylbutyl ketone 0.3 50
Methyleyelchexane 1.8 1180
M-methylpyrrelidens 484 4840
Nitromethane 0.5 30
Pyridine 2.0 200
Sulfolans 1.6 160
Tetralin Lo 100
Toluens B9 290
1.1, 2-tnchloroethens 0.8 g0

XKylene 21,7 2170

aOrganicsolventsevaluatedin freeze-dryving.

Tableau 1.4 : Solvants de classe 2 utilisée pour la lyophilisation des produits
pharmaceutiques. [Teagarden et Baker 2001]
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Ce méme tableau indique les limites d’exposition quotidiennes admissibles permises. On
admet que la quantité de solvants résiduels ne doit pas dépasser la concentration maximale
tolérée.

La derniere classe de solvants (classe 3) comporte les solvants peu toxiques pour I'homme.
Une liste de ces solvants utilisés en lyophilisation est donnée par le tableau 1.5.

Class 3 Solvents Which Should Be Limited
by GMP or Other Quality-Based Requirements

Acetic acid" Heptane

Acetone" Isobutyl acetate
Anisole Isopropyl acetate
I-butanol” Methyl acetate”
2-butanol” 3-methyl-l-butanol
Butyl acetate Methylethyl ketone"
Tert-butylmethyl ether Methylisobutyl ketone”
Cumene 2-methyl-l-propanol
Dimethyl sulfoxide" Pentane

Ethanol" I-pentanol”

Ethyl acetate" I-propane!”

Ethyl ether 2-propanol”

Ethyl formate Propyl acetate

Formic acid Tetrahydrofuran

Tableau 1.5 : Solvants de classe 3 utilisée pour la lyophilisation des produits
pharmaceutiques. [Teagarden et Baker 2001]

1.7.8. Limites d’explosivités.

La majeure partie des solvants utilisés pour la lyophilisation sont facilement inflammables.
Ainsi le travail sous atmosphére non explosive est de rigueur. Une connaissance des limites
inférieures et supérieures d’inflammabilité est obligatoire. Ainsi le ter-butanol présente des
limites d’inflammabilité¢ dans 1’air de 2,4% et 8% en volume. Afin d’éviter tout risque
d’explosion, il est nécessaire de rester en dehors de cet intervalle. Une autre fagon de limiter
les risques d’inflammabilité est de réduire la quantité de comburant (air) présente dans le
lyophilisateur. Ainsi, d’apres 1’article 3 des directives de ’ATEX, on peut considérer que
I’inflammation est impossible lorsque la pression dans le lyophilisateur est maintenue
inferieure a 60 mbar (6000 Pascal). Concernant le ter-butanol, cette limite a été déterminée
expérimentalement par Fauske et Associates. La valeur a ne pas dépasser pour prévenir tout
risque d’inflammation du ter-butanol est de 75 mbar (7500 Pascal). Ces limites sont tout a fait
rassurantes puisque les pressions de travail pendant 1’étape de sublimation et celle de
dessiccation secondaire dépassent rarement les 500 Pascal.
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CHAPITRE 2

IMPLEMENTATION DE LA METHODE
THERMOGRAVIMETRIQUE COMME OUTIL
DE DETERMINATION DE DONNEES
THERMODYNAMIQUES D’EQUILIBRES.
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2. Détermination expérimentale des pressions de vapeur a [D’équilibre
solide/vapeur et des enthalpies de sublimation du tert-butanol pur et du
mélange eutectique 90% TBA + 10% eau (massique) par deux méthodes
différentes : la méthode Thermogravimétrique et la méthode Statique.

Cette partie de la thése fait suite aux travaux de thése de Rim Daoussi et al. (2009) qui ont
avantageusement lyophilisé un principe actif pharmaceutique fourni par Sanofi Montpellier a
partir du mélange eutectique a 90% de TBA (co-solvant) + 10% d’eau (% massique). Pour
cette composition eutectique, ces auteurs ont observé des cinétiques de séchage trés rapides et,
par conséquent, une forte diminution de la durée de I’étape de sublimation. Afin d’expliquer
la diminution des temps de séchage, les données thermodynamiques telles que les pressions
de vapeur a I’équilibre solide/vapeur et I’enthalpie de sublimation ont été déterminées
expérimentalement par ces mémes auteurs [Daoussi et al., 2011]. Ces données
thermodynamiques absentes dans la littérature, sont des données clef pour la mod¢lisation des
vitesses de sublimation et donc des temps de séchage. La détermination expérimentale de ces
données thermodynamiques a été effectuée par deux méthodes différentes. Une méthode de
détermination classique nommée la méthode Statique et une nouvelle méthode originale : la
méthode Thermogravimétrique. L’utilisation de la méthode Thermogravimétrique, comme
technique rapide de détermination de ces données thermodynamiques a été implémentée pour
des corps liquides et solides purs. De plus, cette méthode a aussi été validée pour les mélanges
particuliers qui présentent une composition azéotropique/eutectique comme est le cas du
systeme a 90% de TBA +10 % d’eau [Bogdani et al., 2011].

2.1 Résumé des travaux de thése de Rim Daoussi.

Au cours de ses travaux de theése, Rim Daoussi (2008) a étudié la lyophilisation d’un
principe actif pharmaceutique hydrophobe fourni par Sanofi Montpellier a 1’aide de mélanges
de co-solvant organique (tert-butanol + eau). Le principe actif a été avantageusement
lyophilisé pour trois mélanges dans les proportions suivantes : 100% TBA, 80% TBA + 20%
eau et le mélange eutectique 90% TBA + 10% eau (% massiques). Une étude complete de
formulation et d’optimisation du procédé a été effectuée par Rim Daoussi (2008). Nous ne
nous intéresserons ici qu’aux résultats concernant les cinétiques de sublimation déterminées
expérimentalement par Daoussi et al. (2009) a ’aide de la microbalance Christ. Ces études
ont montré que 'utilisation du TBA en tant que co-solvant diminue les temps de séchage d’un
facteur 10 par comparaison avec ce que I’on observe dans la littérature pour les formulations a
base aqueuse lyophilisées dans les mémes conditions opératoires [Roth et al 2001]. Au cours
de cette étude, les influences de la température des étagéres, de la pression de la chambre de
lyophilisation et de la concentration initiale en TBA sur les cinétiques de sublimation ont été
minutieusement ¢tudiées [Daoussi et al., 2009]. La figure 2.1 présente les cinétiques de
sublimation obtenues pour une température d’étagére de -20°C et une pression totale de la
chambre de lyophilisation de 6 Pa pour les trois formulations étudiées. Ces cinétiques de
sublimation sont présentées en fonction de la concentration totale en solvant de la formulation
en base séche, notée X. D’aprés Teagarden et Baker (2001), les cinétiques de sublimation
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augmentent avec la teneur en TBA puisque ce solvant présente des pressions de vapeur a
I’équilibre liquide/vapeur plus élevées que ’eau et, par conséquent, devrait présenter des
pressions de vapeur a 1’équilibre solide/vapeur plus ¢élevées que la glace. Mais d’apres la
figure 2.1, on constate que la formulation au point eutectique 90% TBA + 10 % eau présente
des cinétiques de sublimation plus élevées que la formulation a 100% de TBA. Ce qui est en
contradiction avec les hypothéses de Teagarden et Baker (2001). Ainsi la détermination des
valeurs des pressions d’équilibre solide/vapeur du TBA pur puis de celles de I’eutectique B
ainsi que les valeurs des enthalpies de sublimations pourront expliquer les résultats présentés
sur la figure 2.1.

« 80% TBA = 90 % TBA = 100 % TBA
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Figure 2.1 : Cinétique de sublimation pour différentes concentration en TBA [Daoussi et
al., 2009]. Tstagere = -20°C, Pc = 6Pa.

2.2  Données bibliographiques du syst¢éme TBA + eau.

Cette partie présente les résultats d’une recherche bibliographique qui a consisté a relever
toutes les données de la littérature qui permettent de décrire les états thermodynamiques
d’équilibre du systétme TBA + eau. Ainsi, ces données de la littérature nous ont permis de
tracer précisément le diagramme de phase du systeme TBA + eau.

2.2.1. Diagramme de phase du systéeme TBA + eau.

Le diagramme de phase du systéeme TBA + eau a été retracé a partir des données trouvées
dans la littérature [Mootz et Satben 1993 ; Kasraian et Deluca 1994]. Les données des
graphiques représentant le diagramme de phase du systtme TBA + eau ont été extraites grace
au logiciel Plot Digitizer. La figure 2.2 représente le diagramme de phase de ce mélange TBA
+ eau dont la composition est exprimée en fraction massique de TBA. Ce diagramme est
complexe et présente plusieurs points caractéristiques. On constate que le systéme TBA + eau
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comporte deux eutectiques et deux composés définis. Un premier eutectique apparait a la
température de -8,2 °C et pour un mélange de 20% de TBA + 80% d’eau (% massique). Le
deuxiéme eutectique apparait a la température de -3,3°C et pour une composition de 90% de
TBA + 10 % d’eau (% massique). L’autre caractéristique du systéme est qu’il comporte deux
composés définis. Un premier composé défini qui correspond a I’heptahydrate de TBA lequel
apparait vers -6°C pour une composition de 38% de TBA + 62% d’eau (% massique); cet
heptahydrate est un composé a point de fusion non congruent. L’autre compos¢ défini qui est
le dihydrate de TBA apparait pour un mélange massique de 70% en TBA a une température
de 0,7°C et correspond a un composé a point de fusion congruent.
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Figure 2.2 : Diagramme de phase du systéme TBA + eau retracé a partir des données de la
littérature [Mootz et Satben 1993 ; Kasraian et Deluca 1994]

Ainsi, d’apreés le diagramme de phase précédent nous pouvons affirmer qu’au cours des
travaux de theése de Daoussi (2008), le solide susceptible de se sublimer pour une solution de
départ a 90% de TBA + 10% d’eau était 1’eutectique B. Ce mélange eutectique B contient 90
% de TBA solide pur et 10 % de dihydrate solide. A cette composition, I’eutectique présente
les mémes propriétés physiques qu’un corps pur, [Nail et Gatlin 1993, Gieseler 2004].

2.2.2. Enthalpies de changement d’états.

La connaissance des propriétés thermodynamiques telles que I’enthalpie de sublimation,
notée AH, I'enthalpie de fusion, AH ,, et I’enthalpie de vaporisation, AH est nécessaire

vap
pour la caractérisation du systéme étudié. Dans le cas du systéme tert-butanol + eau, seules les
valeurs des enthalpies de changements d’état du TBA pur sont répertoriées dans la littérature
[Knovel 2008b] et sont reportées dans le tableau 2.1. Malheureusement les données du
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mélange comme par exemple celle de I’eutectique B sont totalement absentes de la littérature,
d’ou la nécessité d’une détermination expérimentale.

AH AH,,, AH
kJ/mol 6.7 46 -
kJ/kg 90.4 620 -

Tableau 2.1 : Enthalpies de changements d’état du TBA pur [Knovel 2008b]

2.2.3. Pressions de vapeur d’équilibre liquide/vapeur.

Lors de notre recherche bibliographique seules les pressions de vapeur a I’équilibre
liquide/vapeur du TBA pur ont pu étre trouvées dans la littérature (Knovel 2008a). La relation
ci-dessous, dite de Kirchoff et Riedel modifiée permet de calculer ces pressions de vapeur a
1’équilibre liquide/vapeur, a savoir :

P, =(exp(A+B/T+DT"))/T¢ (Eq 2-1)

avec les valeurs suivantes des constantes (unités S.I) :

A=1723;B=-11590 ; D=1,37=10"; F=2; C =22,118;

Py représente la pression de vapeur a 1’équilibre liquide/vapeur (Pa) et T température en
Kelvin.

2.3 Caractérisation expérimentale du systeme TBA + eau.

Au cours de notre travail, nous avons, dans un premier temps, déterminé
expérimentalement par DSC les valeurs des températures et des enthalpies de fusion du TBA
pur puis celles du mélange eutectique B a 90% de TBA + 10 % d’eau (% massique). Par la
suite, la détermination des valeurs des pressions de vapeur aux équilibres liquide/vapeur et
solide/vapeur du TBA pur a été effectuée par deux méthodes différentes : la méthode
Thermogravimétrique et la méthode Statique. Cette détermination a permis de valider
I’utilisation de la méthode Thermogravimétrique comme un outil rapide et précis de
détermination des pressions de vapeurs (systémes liquide/vapeur et solide/vapeur) des corps
purs utilisés comme solvant dans le procédé de lyophilisation. Puis cette méthode a été
étendue aux systémes eutectiques ce qui a aussi permis la détermination des pressions de
vapeur de I’eutectique B [Bogdani et al., 2011].

2.3.1. Analyse calorimétrique différentielle a balayage (DSC)

De facon générale, 1’analyse thermique consiste a mesurer les évolutions d’une propriété
physique d’un échantillon lorsqu’il est soumis a une variation programmée (linéaire ou
modulée) de température dans le temps et sous atmosphére controlée. La calorimétrie
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différenticlle a balayage appelée couramment DSC (Differential Scanning Calorimetry)
concerne 1’étude de la température de 1’échantillon et des échanges thermiques entre celui-ci
et le milieu extérieur [Grenet et Legendre 2010]. Les domaines d’application de la DSC sont
trés nombreux : mesure de la pureté d’un produit, mesure de la capacité thermique, étude des
solides non cristallins (verres, polyméres et caoutchouc), étude du polymorphisme, étude des
diagrammes de phases binaires et ternaires de produits minéraux et organiques, ¢tude de la
stabilité¢ thermique des composés organiques, ¢tude des réactions d’oxydation, de réduction,
de réticulation, ¢étude des températures de fusion, de cristallisation spontanée et de
transition vitreuse ainsi que des enthalpies de fusion et de cristallisation.

Dans notre laboratoire, nous disposons d’un appareil de DSC modulée (MDSC) de type
2920CE de TA Instruments. En imposant une variation de température, non pas constante,
comme en DSC conventionnelle (standard), mais de forme sinusoidale autour d’une valeur
imposée, la DSC modulée permet de séparer les phénomenes thermiques réversibles, comme
la transition vitreuse, - détermination de T’g - des phénoménes non réversibles, comme
I’évaporation, la cristallisation ou encore la relaxation enthapique [Grenet et Legendre 2011].
La DSC modulée sera préférentiellement utilisée pour déterminer avec précision la
température de transition vitreuse des formulations pharmaceutiques destinées a é&tre
lyophilisées. De maniére générale, 1’appareillage de DSC comporte, une téte de mesure et est
constitué de fagon schématique d’une enceinte £ dans laquelle la température 7%, la plus
homogene possible, peut varier de fagon programmée (croissante, décroissante, constante et
modulée). Un creuset (ou capsule) fermé ou non selon les cas, contient 1’échantillon a étudier.
Dans nos mesures différentielles, un second creuset vide sert de référence. Enfin, un dispositif
(thermocouple, résistance de platine...) permet d’enregistrer les températures 7; et 7; (ou leur
différence) en fonction du temps ou de la température du four. L’ensemble du montage doit
étre parfaitement symétrique pour que I’échantillon et la référence recoivent la méme quantité
d’énergie thermique (cf figure 2.3).
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Figure 2.3 : Montage d’un appareil d’analyse calorimétrique différentielle (DSC) [Grenet
et Legendre 2010]
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2.3.2. Températures et enthalpies de fusion du TBA pur et du mélange eutectique B.

Les essais de DSC ont été réalisés en mode standard sous atmosphere d’azote (50ml/min).
Les creusets en aluminium ont été remplis d’environ 10mg d’échantillons liquide. De manicre
générale, 1’échantillon est dans un premier temps solidifié par refroidissement puis liquéfié
par réchauffement. La vitesse de refroidissement et de chauffe de 1’échantillon était de
5°C/min dans la plage de température étudiée. Nous avons observé (cf figure 2.4) une
température de fusion du TBA pur égale a 23°C et une enthalpie de fusion (aire du pic
endothermique) €gale a AH ; experimenat = 86,70 kJ/kg. Ces valeurs sont en bon accord avec les

données de la littérature (cf. Tableau 2.1, figure 2.2), [Knovel 2008b].

0 T T T T

AH f experimental = 86,70kJ/kg
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Figure 2.4 : Thermogramme de chauffe du/ TBA pur. DSC standard, vitesse de chauffe
5°C/min.

Les valeurs expérimentales de la température de fusion du mélange eutectique B et de
I’enthalpie de fusion ont été trouvées respectivement égales a -5,07°C et a 135,3 kJ/kg (cf

figure 2.5) : : : .
or AHf experimental = 135,3kJ/kg .
5k |
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Figure 2.5 : Thermogramme de chauffe du mélange a 90% de TBA +10% d’eau (%
massique). DSC standard, vitesse de chauffe 5°C/min.
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2.3.3. La méthode Statique de détermination des pressions de vapeur d’équilibre
liquide/vapeur et solide/vapeur

La méthode de détermination des pressions de vapeur en mode statique a été¢ mise en place
par le laboratoire des Sciences Analytiques de L’UCBL Lyon 1 et plus précisément par le
professeur Jaques Jose (2006, 2008, 2009). La figure 2.6 représente le schéma détaillé¢ de
I’installation.

Figure 2.6 : Technique de détermination des pressions de vapeur en mode statique. V1 :
vanne de purge, V2 : vanne de mesure, V3 : by pass, V4 : vanne d’évacuation A : cellule,
D : enceinte etanche, P,, P, : capteurs de pressions, T : thermocouple, F F; : pieges.

L’appareil comporte une cellule (A) en acier étanche d’une capacité de 100mL. Dans cette
cellule de mesure on introduit un barreau magnétique qui permet d’agiter le contenu de la
cellule lorsque celui-ci est liquide. Un piquage spécial au fond de la cellule permet
I’introduction d’un thermocouple (type K) relié a un millivoltmetre de marque Keithley 196
System DMM qui permet de suivre la température de la cellule en temps réel avec une
incertitude sur la mesure, A7 ==+0,02K . La cellule étanche est plongée dans un tube vertical
dans lequel circule un fluide caloporteur, le tube lui-méme étant directement relié a un groupe
froid. La température minimale qui pouvait en principe €tre atteinte par le groupe froid était
de -80°C. Cependant, le fluide caloporteur dont nous disposions, limitait 1’utilisation du
groupe froid a une température minimale de -20°C, température a partir de laquelle le fluide
caloporteur gele. Une pompe a vide permet de faire un vide de 1,33- 10 Pascal. Un capteur de
pression type MKS Type 670 permet de lire la pression régnant dans la cellule de mesure,
pression qui correspond a la pression de vapeur de 1’échantillon étudié. L’incertitude sur la

. AP
mesure de la pression est de %zl%pour P<1300Paet de — =0,3%pour

1,3 < P <200kPa. Typiquement, un essai standard se déroule dans les conditions suivantes.

La cellule est remplie d’environ 50 mL de produit a étudier. Le produit a été préalablement
dégazé afin d’éliminer ’air dissous dans 1’échantillon. Le vide est fait dans I’enceinte étanche
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et le capteur P, qui sert de référence, indique la pression de vide atteint. Le groupe froid
permet d’imposer a la cellule une température constante afin que 1’ensemble cellule + produit
soit dans des conditions isothermes. Lorsque toutes les variables (températures et pressions)
sont stabilisées, par ouverture de la vanne V2, le capteur de pression P1 permet de déterminer
directement la pression de vapeur P = P;-P, de I’échantillon étudié. La mesure doit étre
relevée apres ouverture de la vanne V2, lorsque la température de la cellule et la pression ne
varient plus. Ainsi, nous avons déterminé par cette méthode directe les valeurs des pressions
de vapeur d’équilibre solide/vapeur du TBA pur et de I’eutectique B ainsi que les pressions de
vapeur a I’équilibre liquide/vapeur de I’eutectique B. Ces résultats sont présentés dans les
paragraphes suivants et comparés aux résultats obtenus par la méthode Thermogravimétrique.

2.3.4. Analyse Thermogravimétrique (ATG).

2.3.4.1  Appareillage.

L'analyse thermogravimétrique (ATG) - en anglais thermogravimetric analysis (TGA) - est
une technique d'analyse qui consiste & mesurer la variation de masse d'un échantillon lorsque
celui-ci est exposé a une variation de température programmée. Dans notre laboratoire, nous
disposons d’un appareil d’ATG commercialis¢ par NETZSCH (ATG 209 F1). Le schéma
détaillé de cet appareil est représenté par la figure 2.7 ci-dessous [Daudon 2001].

Sartie da gaz
d Gaz
Eau de d'échantillon  Gaz da
refroidissemant 1 2 protection
Thermocouple Clr._;huset _

de régulation d'échantillon

Ecrans T Four
tharmigueas e

Tharmostaty §

Syatéme
d'évacuation

Construction Principe de la microbalance
étanche au vide électromagnétique 3
compensation de puiszance

Figure 2.7 : Schéma de principe de I’ATG 209 F1 de Netzsch [Daudon 2001]

Typiquement, 1’appareil se compose d'une enceinte étanche permettant de controler
'atmosphere de 1'échantillon, d'un four permettant de controler la température, d'un module de
pesée (microbalance), d'un thermocouple pour mesurer la température et d'un ordinateur
permettant de controler I'ensemble et d'enregistrer les données. La microbalance est
normalement sous atmosphére inerte (par exemple sous azote ou sous argon). L'appareil
dispose d'un systéme de refroidissement, habituellement a circulation d'eau, afin de limiter les
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points chauds. Cet appareil d’ATG permet d’imposer a I’échantillon une température
isotherme ou variable (rampe de température) sur une plage allant de 10 a 1000°C. Les
vitesses de chauffe sont comparables a celles utilisées en DSC a savoir comprises dans la
gamme entre 0,5°C/min et 20 °C/min. Le circuit de refroidissement permet une descente de
température a 10°C/min. La balance supporte une masse totale de 2000 mg et la masse du
creuset vide (alumine) dépasse rarement 100 mg. La masse de 1’échantillon liquide ou solide a
étudier avoisine généralement 50mg.

2.34.2 Détermination des pressions de vapeur et de [’enthalpie de sublimation du tert-
butanol pur.
a) Relation de Langmuir (1913).

Plusieurs études ont montré que I’ATG est une technique qui permet de déterminer
aisément et avec une bonne précision les pressions de vapeur (solide/vapeur ou
liquide/vapeur) de certains corps purs qui présentent de faibles pressions de vapeur. Ainsi, a
I’aide de cette technique, Guckel et al. (1995) et Krohl et al. (1998) ont déterminé les valeurs
des pressions de vapeur de certains pesticides. Edler (1997) a déterminé ces pressions de
vapeur aux températures ambiantes pour un composé pharmaceutique solide, Price (1998,
2001) pour des crémes solaires et Sorokina et al., (2001) pour certains parfums. Les premicres
¢tudes [Price 1998, 2001] ont utilis¢ ’ATG en mode isotherme, c'est-a-dire en imposant a
I’échantillon plusieurs paliers isothermes et en mesurant la perte de masse en fonction du
temps pour chaque palier isotherme. Mais récemment de nouvelles études [Phang et al.,
2001 ; Surov 2008] ont utilisée I’ATG en mode dynamique c'est-a-dire avec une rampe de
température. Ce mode de fonctionnement permet d’avoir une précision de mesure équivalente
au mode isotherme tout en réduisant considérablement le temps de mesure et la masse
d’échantillon a étudier.

Le fondement théorique de la détermination des pressions de vapeur par utilisation de I’ATG
est basé sur I’équation de Langmuir (1913). Cette équation décrit le phénomene évaporation
libre d’une surface solide ou liquide en fonction de la température de 1’échantillon et s’écrit :

1 \dm M
Lidam _pg | M Eq2-2
(ajdt “N2zRT (Fq2-2)

avec le notations suivantes :

[lji’—’? perte de masse par unité de surface (kg.s"l.m'z)
a

P, pression de vapeur a 1’équilibre solide/vapeur ou liquide/vapeur (Pa)
M masse molaire de la vapeur (kg/mol)

R constante des gaz parfait (J/Kmol)

T température de 1’échantillon (K)

a coefficient de vaporisation
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Dans le vide, la valeur du coefficient de vaporisation a est prise égale a 1. Cependant les
expériences en ATG sont généralement réalisées a la pression atmosphérique. Ainsi, afin
d’éliminer o de 1’équation (2.2), Price (2001), Wright et al. (2004) et Surov (2008) ont réécrit
I’équation de Languir de la manicre suivante :

P=kv (Eq 2-3)
dans laquelle k& =+/27R / o représente une constante de calibration et v =(1/ a)(dm/di)NT | M ‘

La constante de calibration est généralement considérée comme indépendante des conditions
opératoires (flux d’azote, température du four). Généralement, cette calibration s’effectue
souvent avec I’acide benzoique solide. Celui-ci est stable et présente des pressions de vapeur
faibles. Le tracé de la courbe Py (valeurs données par la littérature) pour I’acide benzoique en
fonction de v (déterminé expérimentalement) permet alors de déterminer la valeur de cette
constante de calibration, k. Ainsi, Wright et al. (2004) ont déterminé les valeurs des pressions
de vapeur de I’acide adipique solide dans une gamme de température allant de 145°C a 189°C
avec une erreur inférieure a 2% par rapport aux valeurs théoriques de la littérature.

Nous avons déterminé a partir de cette premiere approche de la méthode
Thermogravimétrique, les valeurs des pressions de vapeur du TBA liquide pur. Dans un
premiers temps, la détermination de la constante k& a été effectuée en utilisant 1’acide
benzoique solide comme composé de référence. Les pressions de vapeur de I’acide benzoique
solide ont été calculées par I’équation modifiée de Kirchhoff et Riedel (Eq 2-1) avec les
valeurs suivantes des parametres [Knovel 2008c]: (unités SI)

| A =88,513;B=-11829 ; D =2,3348:107; F = 6; C = 8,6826;

Afin d’avoir une surface d’évaporation constante pour chaque essai, I’acide benzoique a été
dans un premier temps liquéfié puis solidifié dans le creuset de mesure, alors que pour le TBA
liquide pur cette précaution n’est pas nécessaire. Les échantillons (50mg) ont été soumis a une
rampe de température de 5°C/min sur une plage allant de 25°C a 80°C et sous un flux de
balayage d’azote a la surface de I’échantillon égal a 80ml/min. Sur cette plage de température,
les deux produits ont un comportement stable sans changement d’état thermodynamique.

Dans ces conditions opératoires, la constante de calibration £ a été trouvée égale a :

k=1,029-10°J* K " mol ™"’
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Puis les pressions de vapeur a 1’équilibre liquide/vapeur du TBA pur ont été calculées a partir
de I’équation 2-3 en utilisant la constante de calibration préalablement déterminée. Ces
valeurs sont reportées sur la figure 2.8 ci-dessous.
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Figure 2.8 : Pression de vapeur du TBA pur a I'équilibre liquide/vapeur : calculées (Eq 2-3)
(4), de la littérature [Knovel 2008a] (*). R€f : acide benzoique. (1 : écart 2%)

D’apres cette figure, les pressions de vapeur du TBA liquide pur calculées a partir de
I’équation 2-3 et de nos résultats expérimentaux (A) montrent un écart supérieur a 5% avec les
valeurs présentes dans la littérature (*), ce qui n’est pas acceptable. Une étude
bibliographique, nous a montré que Phang et al. 2001 ont aussi étudié la possibilité d’utiliser
la méthode thermogravimétrique pour déterminer les pressions de vapeur de 1’éthylparaben.
La valeur de la constante de calibration k utilisée par ces auteurs a été déterminée en prenant
comme référence I’acide benzoique. Comme dans notre cas, ces auteurs ont constaté une
grande différence entre leurs valeurs expérimentales de pression de vapeur du systéme
liquide/vapeur de I’éthylparaben et celles trouvées dans la littérature. Ces auteurs ont alors
examiné le choix du constituant de référence et ils ont conclu que le composé de référence
doit présenter des similitudes structurales avec 1’échantillon a étudier. Ainsi, ils ont choisi
comme composé de référence le méthylparaben qui est de la méme famille que
1’éthylparaben. Ils ont alors obtenu des valeurs de pression de vapeur a 1’équilibre calculées a
partir de I’équation 2-3 en parfait accord avec les valeurs données par la littérature. Sur ce
méme principe de similitude structurale, nous avons donc choisi une autre substance de
référence pour calculer une nouvelle valeur de la constante de calibration, k. La référence
choisie était le 2-propanol (cf. annexe 1) qui est de la méme famille que le tert-butanol. La
valeur de cette nouvelle constante d’étalonnage déterminée avec le 2-propanol a été trouvée
égale a:

k=1355-10°J K *mol *’

75



Avec cette nouvelle constante, les valeurs des pressions de vapeur du TBA liquide pur
présentent un écart de 2 % avec les valeurs de la littérature, ce qui est tout a fait convenable
(cf figure 2.9).
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Figure 2.9 : Pression de vapeur du TBA pur a I'équilibre liquide/vapeur calculées (Eq 2-3)
(o), de la littérature [Knovel 2008a] (*). Ref : 2-propanol. (1. : écart 2%)

Le choix de la référence adéquate sur des critéres de similitude structurale semble donc étre la
clé qui permet d’obtenir une bonne fiabilit¢é des résultats fournis par la méthode
thermogravimétrique.

b) Relation de Langmuir modifiée par Phang et al., (2001) et Focke (2003).

Dans leur étude, Phang et al. (2001) ont aussi étudié la possibilité d’augmenter la précision
des mesures de pression de vapeur en ¢liminant de la relation de Langmuir (Eq 2-2) la
constante de calibration k ainsi que le coefficient de vaporisation o, en minimisant ainsi
I’incertitude sur la détermination des valeurs de k et a. Aprés le choix d’un composé de
référence sur les critéres de structure similaire, le rapport des équations 2-4 et 2-5 permet

d’obtenir I’équation 2-6 ci-dessous de laquelle les termes k et o ont disparu :
r q1/2

dm 1/2 2] 1
— | T =aM —_— P, Eq 2-4
(dth Flomm| °F (Eq 2-4)
dm 1/2 1/2— 1 1"
— | T =aM —_— P, Eq 2-5
[dt js s 2R s (Eq 2-5)
1/2
M dm/ dt
P, = R P, M (Eq 2-6)
M, (dm/dt),

R indice du composé de référence
S indice de 1’échantillon
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ou Pr désigne la pression de vapeur du constituant de référence (connue), My la masse molaire
de la référence (kg/mol), et (dm/dt)r et (dm/dt)s respectivement la perte de masse (kg/s) du
constituant de référence et de I’échantillon obtenues expérimentalement par ATG.

S’appuyant sur la relation 2-6 proposée par Phang et al. (2001), Focke (2003) a présenté une
nouvelle relation de Langmuir modifiée qui introduit la diffusivité du constituant étudié en
phase vapeur au sein du gaz vecteur qui est tres souvent en ATG ’azote. Ainsi, pour un corps
pur, il propose la relation suivante :

D M dm/dt
PS :( RBJ( RJPR|:( m )Si| (2_7)
Dy, \ Mg ) *| (dm/dt),
dans laquelle Dgpg (m%s) et Dsg (m®/s) représentent respectivement la diffusivité du
constituant de référence et celle de I’échantillon dans le gaz vecteur B, typiquement le plus
souvent 1’azote. Par ailleurs, les valeurs des diffusivités peuvent étre estimées par la relation

de Fuller [Millat et al., 1996] qui dérive de la relation de Chapman. Cette relation de Fuller
s’écrit

0.00143-77"*

DAB = >
PM ) 2 [zv)) + (=)

(2-8)

avec :
D5 diffusivité du constituant A dans 1’inerte B en (cmz/s)

P la pression de travail (bar)

T température en (K)

2. v somme des contributions atomiques dont les valeurs sont regroupées dans le tableau 2.2

Mp masse molaire moyenne définie par la relation: M ,, =(M ,-M ) (M , +M )

13.3. Atomic diffusion contributions for ¥ in equation (13.10).

Atomic and structural diffusion volume increments

C 15.9 F 14.7
H 2.31 cl 21.0
(¢} 6.11 Br 219
N 4.54 I 29.8
Aromatic ring -18.3 S 229

Heterocyclic ring -18.3

Diffusion volumes of simple molecules

He 2.67 co 18.0
Ne 5.98 Co, 26.9
Ar 16.2 N0 35.9
Kr 24.5 NH; 207
Xe 32.7 H;0 13.1
Ha 6.12 SFs 71.3
D, 6.84 Ch 38.4
N2 18.5 Br; 69.0
0, 16.3 S0, 41.8
Air 19.7

Tableau 2.2 : Somme des contributions atomiques [Millat et al.,1996]

Avec cette nouvelle approche, nous avons calculé les valeurs des pressions de vapeur du TBA
pur a 1’équilibre liquide/vapeur en utilisant I’équation 2-7 proposée par Focke (2003).
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De plus, les données expérimentales de dm/dt en fonction de la température obtenues par
ATG pour une expérience standard sont reportées sur la figure 2.10.
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Figure 2.10 : dm/dt en fonction de la température : TBA pur (o), 2-propanol pur (o), ATG
rampe de chauffe 5°C/min, flux d’azote 80ml/min.

Dans un premier temps, les valeurs des diffusivités du TBA pur et du 2-propanol dans le gaz
vecteur (azote) ont été estimées a partir de la relation de Fuller et rapportées sur la figure 2.11
ci-contre :

Diffusivité (m2/s)

1.2 y

11+ y

1
20 30 40 50 60 70
T (°C)

Figure 2.11 : Diffusivitées des vapeurs de TBA pur (o), du 2-propanol pur (o), dans I'azote
estimées par la relation de Fuller [Millat et al., 1996]
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Il est a noter que pour les deux substances (TBA pur et 2-propanol pur) les valeurs de la
diffusivité augmentent avec la température et leur ordre de grandeur (10” m?*/s) est proche de
des ordres de grandeurs des valeurs de la littérature pour les diffusivités en phase gaz.

Ensuite, ces valeurs de diffusivité ont été utilisées pour le calcul des valeurs des pressions de
vapeur d’équilibre du TBA pur en utilisant I’équation de Focke (2003) (Eq 2-7). Les valeurs
des pressions de vapeur obtenues sont reportées sur la figure 2.12 ci-contre et comparés aux
valeurs de la littérature [Knovel 2008a].
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Figure 2.12 : Pression de vapeur du TBA pur a I’équilibre liquide/vapeur calculées (Eq 2-7)
(o), de la littérature [Knovel 2008a] (*). Réf : 2-propanol.

D’apres cette figure, on constate un écart inférieur a 1% entre nos valeurs des pressions de
vapeur du TBA liquide pur calculées a partir de (Eq 2-7) et celles du TBA liquide pur
extraites de la littérature. Nous pouvons en conclure que 1’approche qui consiste a prendre en
compte la diffusivité des vapeurs de 1’échantillon et de la référence dans le gaz vecteur (azote)
est ’approche la plus adéquate car elle permet d’aboutir a des valeurs de pression de vapeur
trés précises. Ainsi la méthode thermogravimétrique semble étre une méthode rapide et
précise de détermination des pressions de vapeur a 1’équilibre liquide/vapeur des corps
organiques purs tel que le tert-butanol.

c) Pressions de vapeur a I’équilibre solide/vapeur et enthalpie de sublimation du
TBA solide pur.

La dépendance des pressions de vapeur d’équilibre des systémes solide/vapeur et
liquide/vapeur avec la température est décrite par la relation de Clausius-Clapeyron [Price
20017 :

mP=-""+B (Eq 2-9)
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Dans le cas d’un systeme solide/vapeur, I’enthalpie de changement d’état correspond a
I’enthalpie de sublimation (AH ) et dans le cas d’un systéme liquide/vapeur a I’enthalpie de

vaporisation (AH ) .Cette relation trés classique montre que le tracé de InP en fonction de
I’inverse de la température en Kelvin doit conduire a une droite de pente égale a = a partir

de laquelle la valeur de I’enthalpie de changement d’état pourra facilement étre extraite.

Par ailleurs, Price (2001) présente une équation de Clausius-Clapeyron modifiée qui permet,
par extrapolation des pressions de vapeur a 1’équilibre liquide/vapeur, de déduire les valeurs
des pressions de vapeur a 1’équilibre solide/vapeur. Cette relation s’écrit :

(11
ln })(]solide = ln })Oliquide B —f (_ B _] (Eq 2- 1 0)

avece !

F,,, 1. pression de vapeur a 1’équilibre solide/vapeur (Pa) ;

Figuiae Pression de vapeur a I’équilibre liquide/vapeur (Pa), donnée par la littérature ou calculée dans
la gamme de température T < T,,.

AH | enthalpie de fusion (J/kmol) ;

T température de sublimation (K) ;
T, température de fusion (K) ;

Dans un premier temps, nous avons déterminé les valeurs des pressions de vapeur a
I’équilibre solide/vapeur du TBA pur en utilisant 1’équation (2-10) et les données
thermodynamiques ( 7, AH ,, T, Tm) obtenues par la littérature [Knovel 2008a ; 2008b].

liquide®
Puis, cette méme équation (2-10) a été utilisée pour déterminer les valeurs des pressions de
vapeur a I’équilibre solide/vapeur (sublimation) du TBA pur par utilisation des valeurs de
Fjiguiae déterminées précédemment par la méthode thermogravimétrique ainsi que les valeurs

de AH et le Tm obtenues experimentalement par DSC. Afin de comparer et de valider

I’exactitude des valeurs des pressions de vapeur d’équilibre du TBA solide, la méthode
Statique a été aussi utilisée pour cette détermination. Les résultats des valeurs des pressions
de vapeur a 1’équilibre solide/vapeur du TBA pur utilisés pour modéliser la sublimation sont
présentés sur la figure 2.13. D’apres cette figure, on peut conclure que 1’équation 2-10 permet
une détermination précise et juste des valeurs des pressions de vapeur a I’équilibre
solide/vapeur des corps organiques purs. En effet, les valeurs de ces pressions du TBA pur
obtenues par cette équation et par la méthode Statique montrent un écart inférieur a 2% ce qui
est tout a fait satisfaisant. On peut ainsi en conclure que la méthode thermogravimétrique
permet de déterminer directement les valeurs des pressions de vapeur d’équilibre
liquide/vapeur et indirectement les pressions de vapeurs d’équilibre solide/vapeur des
corps organiques purs (TBA) avec une grande rapidité et une trés bonne précision (2%).
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Figure 2.13 : Pression de vapeur du TBA pur a I'équilibre solide/vapeur calculées (Eq 2-
10) avec les données : de la littérature [Knovel 2008a, 2008b] (*) ; expérimentales par
ATG et par DSC (o) ; expérimentales par la méthode Statique (o). (1L : écart 2%)

De plus, a partir des tracés de InPy (liquide et solide) en fonction de 1/T des données fournies
par I’ATG, nous avons déterminé en utilisant 1’équation (2-9) les enthalpies de vaporisation et
de sublimation du TBA pur. Ces valeurs sont reportées sur le Tableau 2.3 et sont comparées
aux valeurs de la littérature.

T, AH ’ AH,,, AH
°C kJ/mol kJ/mol kJ/mol klJ/kg
Littérature 24-25 6,7 46 -
Expérimentale 23 6,42 45,03 51,45 732

Tableau 2.3 : Données thermodynamiques du TBA pur (liquide et solide) : littérature
[Knovel 2008b], expérimentales T, et AH; (DSC), AH, ., et AHs (ATG).

D’apres cette comparaison du Tableau 2.3, les données thermodynamiques sont en parfait
accord avec celles de la littérature ce qui permet de conclure que ’ATG est aussi une
technique rapide et précise de détermination des enthalpies de fusion et de sublimation
des corps organiques purs congelés.
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2.3.4.3  Détermination des pressions de vapeur et de |’enthalpie de sublimation du
mélange eutectique B, a 90 % de TBA + 10% d’eau (% massique).

Dans cette partie, nous avons étendu 1’utilisation de la méthode thermogravimétrique au
mélange eutectique 90% de TBA + 10% d’eau (% massique). Les essais en ATG n’ont pu étre
effectués qu’a des températures supérieures a 10°C a cause de la limitation technologique du
groupe froid. Dans notre plage de mesure allant de 25° a 80°C, le mélange eutectique B se
présente sous forme d’une solution liquide. Ainsi, dans un premier temps, nous avons étendu
I’utilisation des équations (2-2) a (2-7) aux mélanges liquides. Puis, I’hypothese de la validité
de I’équation (2-10) pour le mélange eutectique B a été adoptée car cet eutectique B solide se
comporte comme un corps pur.

a) Pressions de vapeur a I’équilibre liquide/vapeur du mélange 90% de TBA +10%
d’eau.

La série des équations (2-2) a (2-7) a été proposée exclusivement pour les corps purs, pour
lequels la masse molaire du liquide est égale a la masse molaire de la vapeur en équilibre avec
le liquide. Cette masse molaire reste bien évidemment inchangée en fonction de la
température. Cependant, avec les mélanges de co-solvant liquides, la masse molaire du
liquide n’est pas égale a la masse molaire de la vapeur puisque la composition du liquide
change pendant I’évaporation du mélange. Le liquide le plus volatil va s’évaporer plus
rapidement modifiant ainsi la fraction massique du mélange liquide et donc la masse molaire
de celui-ci. Nous nous sommes donc intéressés a la variation de la composition du mélange
(phases liquide et vapeur) a 90% de TBA + 10% d’eau pendant les essais en ATG, en fonction
de la température (25°C a 80°C). Pour ceci, nous avons utilisé un logiciel de simulation des
données d’équilibre (Simulis Thermodynamics ProSim Software). Ainsi sur la figure 2.14 on
présente les valeurs simulées des fractions massiques d’équilibre du TBA, entre la vapeur (y)
et le liquide (x), dans notre plage de température des essais effectués en ATG. Ces résultats
définissent la courbe d’équilibre y versus x trés connue en rectification. Les équations
utilisées par le logiciel (ProSim) pour déterminer ces données portent la référence : SRK-
MHV2-UNIFAC. Ces données simulées ont aussi été validés par comparaison avec les
données existantes dans la littérature [Gmehling et al.,1991]. Mais, dans le but de ne pas
surcharger la figure 2.14, ces données n’ont pas été portées sur cette figure. D’aprés Gmehling
et al (1991), le mélange liquide a 87% TBA + 13% d’eau (% massique) présente, un
azéotrope, a 1 atmosphére et 80°C. A la composition azéotropique, la fraction massique en
TBA (ou en eau) du mélange liquide est la méme que la fraction massique de la vapeur en
équilibre avec le liquide. Ainsi, un mélange azéotropique va se comporter pendant son
évaporation comme un corps pur. Si I’on s’intéresse a notre mélange a 90% de TBA + 10%
d’eau (% massique) il en résulte d’apres la figure 2.14 et le tableau 2.4 que ce mélange
présente un comportement azéotropique. En effet, sur la plage de température étudiée (25°C a
80°C) la fraction massique (x) de TBA liquide reste inchangée et sensiblement ¢gale a sa
fraction massique (y) de la vapeur de TBA (variation de 3%). Ainsi nous pouvons adopter
I’hypothese que le mélange liquide & 90% de TBA +10% d’eau se comporte comme un
azéotrope dont la composition varie trés peu en fonction de la température. Ainsi la masse
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molaire moyenne du mélange liquide sera considérée comme constante et égale la masse
molaire moyenne du mélange azéotropique. Avec ces hypothéses, ’utilisation des équations
(2-2) a (2-7) est tout a fait possible et justifiée.

1
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Figure 2.14 : Fractions massiques du TBA dans le mélange TBA +eau. ((x) liquide ; (y)
vapeur) pour quelques températures. (Simulis Thermodynamics ProSim Software)
Pt=1atm

T (°C) x (massique) v (massique)
80 0,9 0,889
60 0,9 0,885
45 0,9 0,884
30 0,9 0,875

Tableau 2.4 : Variation des fractions massiques x (liquide), y (vapeurs) du mélange 90%
TBA +10% eau en fonction de la tempft;rature. (Simulis Thermodynamics ProSim
Software)

Adoptant le critére de similitude structurale du composé de référence discuté précédemment
(cf § 2.3.4.2), le TBA pur a été utilis€ comme nouvelle référence lors des essais en ATG.
L’équation (2-6) de Phang et al. (2001) a été utilisée en lieu et place de 1’équation (2-7) de
Focke (2003) car il nous a été impossible d’estimer la diffusivité moléculaire des vapeurs de
TBA et d’eau dans I’azote. Les valeurs des pressions de vapeur du mélange a 90% de TBA
+10% d’eau (% massique) a 1’équilibre liquide/vapeur calculées par I’équation (2-6) sont
reportées sur la figure 2.15. Sur cette méme figure (2.15) sont aussi présentés les valeurs des
pressions de vapeur expérimentales obtenues par la méthode statique ainsi que les valeurs
trouvées dans la littérature [Wang et al., 1994]. 1l en résulte un écart inférieur a 2% entre les
valeurs des pressions de vapeur obtenues par la méthode thermogravimétrique et par la
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méthode Statique. Ainsi, cet accord valide parfaitement les résultats obtenus par la méthode
thermogravimétrique. De plus, on peut en conclure que pour les mélanges azéotropiques la
méthode thermogravimétrique peut également étre utilisée et s’avere un outil fiable et précis
de détermination rapide des pressions de vapeur a 1’équilibre liquide/vapeur.
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Figure 2.15 : Pression de vapeur du mélange a 90% de TBA +10 % d’eau a I’équilibre
liquide/vapeur ; ATG (Eq 2-6) () ; méthode Statique (o) littérature(A). (Wang et al.,
1994). Ref: TBA pur, (1 : écart 2%)

b) Pressions de vapeur a 1’équilibre solide/vapeur du mélange eutectique B, 90% de
TBA +10% d’eau (Yomassique).

Etant donné que le mélange eutectique B présente des propriétés physiques et
thermodynamiques analogues a celles corps pur, 1’équation 2-10 a été utilisée pour le calcul
des pressions de vapeur a 1’équilibre solide/vapeur. Les valeurs des pressions de vapeur a
I’équilibre liquide/vapeur du mélange a 90% de TBA +10% d’eau nécessaires a ce calcul sont
celles déterminées par ATG. Les valeurs de la température et de I’enthalpie de fusion utilisées
dans le calcul sont celles qui ont été déterminées expérimentalement par DSC (cf. figure 2.5).
Les valeurs des pressions de sublimation du mélange eutectique B calculées (Eq 2-10) ainsi
que celles déterminées par la méthode Statique sont reportées sur la figure 2.16. On observe
un écart inférieur a 2% entre les valeurs des pressions de vapeur d’équilibre solide/vapeur
obtenues par la méthode thermogravimétrique et par la méthode Statique, méthode totalement
différente, de par son principe, de la méthode thermogravimétrique. Pour cette composition
particuliere correspondant a 1’eutectique, la méthode thermogravimétrique se révele donc étre
une méthode rapide et précise de détermination des pressions de vapeur des mélanges avec
co-solvant utilisés dans la formulation des produits pharmaceutiques destinés a étre
lyophilisés.
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Figure 2.16 : Pression de vapeur du mélange a 90% de TBA +10 % d’eau a I'équilibre
solide/vapeur; ATG (Eq 2-10) (o) ; méthode Statique (o). (1 : écart 2%)

c) Enthalpie de sublimation du mélange a 90% de TBA + 10% d’eau.

Comme indiqué au paragraphe 2.3.4.2 c, le coefficient directeur de la courbe LnP, (équilibre

solide/vapeur) en fonction de 1/T correspond au terme N];]S . La valeur du coefficient

directeur de la courbe représentée sur la figure 2.16 a été trouvée €gale a -6276,5 K. Il en
résulte alors une enthalpie de sublimation de 1’eutectique B égale a AHs= 1027 kl/kg.

2.4 Analyse des résultats des travaux de thése de Rim Daoussi.

Comme déja indiqué au paragraphe 1.7.3.2, le débit de sublimation m est directement
dépendant de deux données thermodynamiques clefs du mélange de co-solvant qui sont la
pression de vapeur a I’équilibre solide vapeur P, et I’enthalpie de sublimation AH. Dans le

cas ou le débit de sublimation est déterminé par le gradient de pression (P —P.), la valeur de
la pression de vapeur au front de sublimation déterminera principalement le transfert de masse
(flux de sublimation). Ainsi, une valeur de P, plus élevée va avoir pour conséquence une
accélération de la vitesse de sublimation et conduira a des temps de séchage plus courts.

A contrario, si la vitesse de sublimation est gouvernée par le transfert de chaleur, alors, une
valeur de cette enthalpie de sublimation,AHs, plus faible, permettra une augmentation
certaine de la vitesse de sublimation et, par conséquent, conduira a une forte diminution des
temps de séchage. Un autre cas est aussi possible, celui-ci ou le débit de sublimation est limité
a la fois par le transfert de masse et par le transfert de chaleur. Dans ce régime intermédiaire,
des valeurs ¢élevées de P, et de faibles valeurs de 1’enthalpie de sublimation auront un effet
bénéfique sur les cinétiques de séchage. Ainsi, la comparaison de ces nouvelles données
thermodynamiques (Py et AHs) du TBA pur, de I’eutectique B et de I’eau nous permettent
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maintenant de donner une explication cohérente et juste des cinétiques expérimentales de
sublimation trés rapides observées avec le mélange eutectique B, ainsi que la position relative
des autres courbes de cinétique de sublimation avec les mélanges a 80% et 100% de TBA et,
de compléter et d’infirmer certaines explications données par Teagarden et Baker (2001) (cf.

§2.1).

2.4.1. Influence des caractéristiques thermodynamiques du TBA pur sur les cinétiques de
séchage.

24.1.1 Influence des pressions de vapeur a l’équilibre solide/vapeur sur les cinétiques de
sechage.

La figure 2.17 compare les pressions de vapeur d’équilibre du TBA pur et de I’eau pure.
Dans le domaine liquide/vapeur, on constate que le TBA pur présente des pressions de vapeur
largement supérieures a celle de 1’eau pure ce qui confirme les hypothéses de Teagarden et
Baker (2001). Par contre, dans le domaine solide/vapeur, on constate que les pressions
d’équilibre du TBA solide pur et de la glace pure sont quasi égales voire méme, pour une
température du front de sublimation inférieure a -25°C, les pressions de sublimation de la
glace deviennent supérieures a celle du TBA solide pur. Ainsi, I’explication de Teagarden et
Baker (2001), qui avaient avancé que, I’augmentation des cinétiques de sublimation avec le
TBA pur, résultait de valeur des pressions de sublimation supérieures pour le TBA pur a
celles de la glace, s’avere fausse. On peut donc en conclure que, dans les travaux de thése de
Rim Daoussi, les faibles temps de séchage obtenus avec la formulation a base de 100% de
TBA pur, ne sont pas dus aux valeurs des pressions de vapeur plus élevées du TBA solide pur
par rapport a I’eau (glace) pure.
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Figure 2.17 : Pression de vapeur d’équilibre du TBA pur, ATG () ; méthode Statique (o) ;
de l'eau pure (*).
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2.4.1.2  Influence de [’enthalpie de sublimation sur les cinétiques de séchage.

Sur le tableau 2.4 ci-dessous nous avons comparé¢ les valeurs de I’enthalpie de sublimation
du TBA pur, déterminée expérimentalement par la méthode thermogravimétrique avec la
valeur de I’enthalpie de sublimation de la glace pure. On constate que la valeur de 1’enthalpie
de sublimation du TBA pur est plus faible d’un facteur 3,8 par rapport a I’enthalpie de
sublimation de la glace pure. Ainsi, I’énergie a fournir pour sublimer 1 kg de TBA sera 3,8
plus faible que I’énergie a fournir pour sublimer 1 kg de glace. Cette énergie qui doit étre
transportée jusqu’au front de sublimation est déterminée par les conditions opératoires
principales, a savoir la température des étageres et la pression dans la chambre de sublimation
notées respectivement, Teugere €t Pe. Dans les mémes conditions opératoires, la formulation a
base de TBA pur va donc se sublimer 3,8 fois plus vite qu’une solution a base aqueuse si le
processus de sublimation est contrdlé par le transfert de chaleur — ce qui était le cas dans les
conditions expérimentales de Rim Daoussi (2008).

TBA pur Glace
AH; 732 2809
(kJ/kg)
AHJ/AH g4 3.8 1

Tableau 2.4 : Comparaison de I'enthalpie de sublimation du TBA et de la glace pure.

On peut donc en conclure que pour la formulation a base de 100% de TBA, la diminution
des temps de séchage est due essentiellement a la faible valeur de I’enthalpie de
sublimation du TBA pur comparée a la valeur de I’enthalpie de sublimation de la glace pure.

2.4.2. Influence des caractéristiques thermodynamiques de ’eutectique B sur les
cinétiques de séchage.

2.4.2.1  Influence des pressions de vapeur a l’équilibre solide/vapeur de [’eutectique B sur
les cinétiques de séchage.

La figure 2.18 compare les valeurs des pressions de vapeur d’équilibre du mélange dit
eutectique B a 90% de TBA + 10% d’eau avec celle de I’eau pure. D’apres cette figure, on
constate que les valeurs des pressions de sublimation de 1’eutectique B sont plus élevées que
celles de la glace pure d’un facteur 2. Ainsi, si on se trouve dans le cas ou les cinétiques de
séchage sont limitées par le transfert de matiere, les fortes valeurs des pressions de
sublimation de I’eutectique B permettront un accroissement trés significatif de la vitesse de
sublimation.
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Figure 2.18 : Pression de vapeur d’équilibre du mélange massique a 90% de TBA +10%
d’eau (% massique), ATG (o); méthode Statique (o); de I'eau pure (*).

Ainsi, dans les travaux de thése de Rim Daoussi, I’un des facteurs qui explique les faibles
temps de sublimation est que 1’eutectique B présente des pressions de sublimation tres
grandes et supérieures d’un facteur 2 par rapport aux pressions de sublimation de la glace
pure. Ces conditions ne sont pas les conditions les plus fréquentes dans les travaux de Rim
Daoussi (2008) mais on ne peut pas totalement exclure I’importance de ce facteur dans
certaines conditions opératoires — transfert de masse limitant- pour expliquer 1’accélération
des cinétiques de sublimation a la composition de I’eutectique B.

2.4.2.2  Influence de l’enthalpie de sublimation de [’eutectique B sur les cinétiques de
sechage

Le tableau 2.5, compare les valeurs des enthalpies de sublimation de 1’eutectique B et de la
glace pure. On constate que la valeur de I’enthalpie de sublimation de I’eutectique B est plus
faible que celle de la glace d’un facteur 2,7. Comme pour le TBA pur, ce facteur explique
largement la diminution des temps de séchage lorsque cette formulation (eutectique B) est
utilisée comme co-solvant, par comparaison avec une formulation purement aqueuse sublimée
dans les mémes conditions opératoires. En conclusion, les faibles temps de séchage pour la
formulation eutectique rapporté par Daoussi et al.(2009) résultent principalement des faibles
valeurs de I’enthalpie de sublimation - contrdle du processus de sublimation par le transfert de
chaleur — et a un degré variable en fonction des conditions opératoires du procédé (Pchambre
Teagere) de 1’augmentation de la pression de vapeur d’équilibre solide/vapeur de la
formulation.
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Eutectique B Glace

AH; 1027 2809
(kJ/kg)
AHs/ AH, glace 277 1

Tableau 2.5 : Comparaison de I'enthalpie de sublimation de I'eutectique B et de la glace
pure.

N-B : Les valeurs des coefficients de [’équation 2-9 de Clausius-Clapeyron déterminées
expérimentalement permettant le calcul des pressions de vapeur aux équilibres solide/ vapeur et
liquide /vapeur du TBA pur et du mélange a 90% de TBA +10% d’eau (%omassique) sont données en
Annexe 2.

2.4.3. Comparaison des courbes cinétiques pour les formulations a 100% de TBA et a 90%
de TBA +10% d’eau (% massique).

Les courbes des cinétiques de séchage des travaux de thése de Rim Daoussi ont été
présentées au paragraphe 2.1. On remarque sur ces courbes une vitesse de sublimation de la
formulation eutectique B supérieure a la vitesse de sublimation de la formulation a base de
100% de TBA dans les mémes conditions opératoires (P. = 6 Pa, Te¢iagere = -20°C). Si ’on
compare les enthalpies de sublimation du TBA pur et de I’eutectique B (tableau 2.6), on
observe que la valeur de I’enthalpie de sublimation du TBA pur est plus faible que celle de
I’eutectique B (facteur 1,4). D’aprés ces données, si la vitesse de sublimation était
exclusivement gouvernée par le transfert de chaleur, alors on aurait dii observer une vitesse de
sublimation de la formulation a base de 100% de TBA plus élevée que celle observée avec
I’eutectique B. Cependant, c’est le contraire qui est observé sur la figure 2.1 (cf' § 2.1). Cela
semble indiquer que, dans ces conditions opératoires (-20°C et 6 Pa), la vitesse de sublimation
n’est pas principalement gouvernée par le transfert de chaleur.

Eutectique B TBA pur
AH; 1027 732
(kJ/kg)
AHzgs/AH 1,4 1

Tableau 2.6 : Comparaison de I'enthalpie de sublimation de I'eutectique B et du TBA pur.
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Par ailleurs, la comparaison des pressions de vapeur d’équilibre du systéme solide/vapeur de
I’eutectique B et du TBA pur (figure 2.19) montre que les valeurs des pressions de
sublimation de I’eutectique B sont 2 fois plus ¢€levées que les valeurs des pressions de vapeur
du TBA pur solide pur.
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Figure 2.19 : Comparaison des pressions de vapeur d’équilibre : du TBA pur (o) ; du
mélange massique a 90% de TBA +10% d’eau (o).

Cet écart semble donc expliquer les résultats des cinétiques de sublimation observé par Rim
Daoussi (2008), si I’on admet que dans les conditions opératoires de ses expériences, la
vitesse de sublimation était limitée par le transfert de matiere de la vapeur de solvant a travers
la couche séche.

2.5 Conclusion.

Dans cette partie du mémoire, nous avons présent¢ les résultats originaux de
déterminations expérimentales des valeurs des pressions de vapeur d’équilibre et des
enthalpies de sublimation du TBA pur et du mélange eutectique B, tout deux
avantageusement utilisés come solvant (co-solvant) organiques pour la lyophilisation de
plusieurs principes actifs.

Cette détermination expérimentale de ces données thermodynamiques clefs pour la
modé¢lisation et inexistantes dans la littérature a été effectuée par deux méthodes différentes :
la méthode thermogravimétrique et la méthode statique. L’implémentation de la méthode
thermogravimétrique comme un outil rapide et précis de détermination des pressions de
vapeur (systéme solide/vapeur et liquide/vapeur) des corps organiques purs congelés a été
validée avec le TBA pur. Puis I'utilisation de cette méthode a été étendue avec succes au
mélange eutectique B. Les données thermodynamiques ainsi déterminées ont permis
d’expliquer certain résultats des travaux de thése de Rim Daoussi (2009). Ainsi, I'utilisation
du TBA comme co-solvant organique permet une diminution considérable des temps de
sublimation comparés a une formulation purement a base aqueuse. Ceci s’explique par le fait
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que le TBA pur et I’eutectique B - 90% de TBA + 10% d’eau (% massique) - présentent des
pressions de vapeur d’équilibres plus élevées et des enthalpies de sublimation beaucoup
plus faibles que glace pure.

De plus, ces mémes travaux de these de Rim Daousssi (2009), avaient montré que la
formulation a la composition eutectique B permettait d’obtenir des cinétiques de sublimation
plus élevées que la formulation a base de TBA pur. Cette caractéristique s’explique par le fait
que le mélange eutectique B présente des pressions de vapeur 2 fois plus élevées que celles du
TBA pur. Il en résulte donc un avantage certain a ’utilisation du TBA a la composition
eutectique B comme co-solvant organique dans les procédés de lyophilisation de formulations
pharmaceutiques de principes actifs.
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CHAPITRE 3

ETUDE COMPARATIVE DE LA
LYOPHILISATION EN MILIEU AQUEUX ET
ORGANIQUE D’UN PRINCIPE ACTIF
MODELE : L’ IBUPROFENE.
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3. Etude comparative de la lyophilisation en milieu aqueux et organique d’un
principe actif modéle : L’Ibuproféne.

3.1 Introduction.

Dans leur grande majorité, les formulations pharmaceutiques destinées a €tre lyophilisées
sont des solutions aqueuses. Dans ce cas, I’eau est typiquement le seul solvant qui doit étre
¢liminé par sublimation puis par désorption. Cependant, il existe des cas ou la lyophilisation a
partir d'un solvant organique ou d'un mélange d'eau et de co-solvant organique présente de
nombreux avantages par rapport a la lyophilisation a partir d'un milieu aqueux, notamment
lorsque le principe actif (PA) destiné a étre stabilisé est quasi insoluble dans 1’eau. Le systéme
de co-solvant organique qui a été le plus largement étudié est certainement le systéme tert-
butanol + eau. Teagarden et Baker (2002) ont passé en revue les différents travaux de
recherches qui ont utilis¢é ce mélange (tert-butanol + eau) en présentant en détails ses
différents avantages et inconvénients. Les principaux avantages a 1’utilisation du systéme tert-
butanol + eau sont ’augmentation de la solubilité du produit, I'augmentation de la vitesse de
sublimation et, par conséquent, la diminution du temps de séchage et une amélioration des
propriétés de reconstitution. Dans toutes ces études, seule la formulation organique (co-
solvant) a pu étre étudiée, puisque, du fait de la faible solubilit¢ des PA dans I’eau la
formulation aqueuse n’a pas pu €tre réalisée. Ainsi, notre travail de recherche a consisté, dans
un premier temps, a choisir un principe actif modele insoluble dans 1’eau qui a pu étre
formulé¢ avec une solution a base aqueuse. Ce principe actif modele est 1’ibuproféne
(solubilité dans I’eau < Img/ml). Le produit commercial lyophilis¢ a partir d’une base
aqueuse (CALDOLOR) est utilisé par les hopitaux et administré par injection intraveineuse.
La formulation aqueuse (1g) comporte 100mg d’ibuproféne et de 1’arginine a un ratio molaire
ibuproféne/arginine 1/1. L’ajout d’arginine augmente drastiquement la solubilité¢ de
I’ibuproféne dans 1’eau et rend ainsi possible la lyophilisation avec une formulation a base
aqueuse. Dans un deuxieme temps, une formulation organique (tert-butanol + eau) de
I’ibuproféne a ¢été réalisée. Cette formulation organique respecte le ratio molaire
ibuprofene/arginine 1/1 et est réalisée a partir du mélange a 20% de tert-butanol + 80% d’eau
(% massique). Une étude comparative approfondie a pu étre effectuée a différents stades de la
fabrication de I’ibuproféne lyophilisé pour les deux formulations étudiées. Ainsi, 1’étude
comparative a ét¢ menée sur I’étape de formulation, sur le procédé de lyophilisation
(congélation, sublimation, désorption) et sur les propriétés finales du produit (humiditg,
réhydratabilité, aspect, couleur).
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3.2 Caractéristiques physico-chimiques de I’'ibuproféne.

L’ibuproféne a été introduit a la fin des années soixante comme agent anti-inflammatoire
non stéroidien (AINS) pour le traitement de la douleur, de I’inflammation, de I’arthrite, de la
fievre et de la dysménorrhée [Brunton et al., 2006]. On décompte dans le monde une trentaine
de médicaments commercialisés contentant la molécule d’ibuprofeéne. A titre d’exemple, on
peut citer I’Advil, le Brufen et I’Upfen. La majorité des médicaments contenant I’ibuproféne
sont commercialisés sous forme de comprimés et/ou sous forme de suspensions buvables, ce
qui conduit dans les deux cas a une administration orale du médicament. Mais depuis le 1%
juin 2009, un nouveau médicament a base d’ibuprofene a été commercialisé sous forme
lyophilisée. Ce médicament, le Caldolor, est utilisé par les hopitaux et est administré par
injection intraveineuse. Caldolor est une marque déposée par Cumberland Pharmaceuticals et
brevetée par cette méme société.

L’ibuproféne appartient a la classe des dérivés de ’acide propénoique. Il est désigné
chimiquement sous le terme de 2-(p-isobutylphenyl) acide propénoique (C;3H30;) (cf, Fig
3.1) et sa masse molaire est de 206,28 g.mol™. Il est synthétisé a partir de ’isobutyl benzéne
par acétylation en donnant un produit intermédiaire, le « 4-isobutylacétophénone ».
L’acétylation est suivie par 1’addition du chloroacétate d’éthyle et de 1’éthoxyde de sodium.
Ensuite, ce composé est hydrolysé, décarboxylé puis oxydé (Higgins et al., 2001).

H3[|3 CH,
H(l'J—CHE CH—COOH
H.C

Figure 3.1 : Structure moléculaire de l'ibuproféne, RN CAS : 15687-27-1.

L’ibuproféne peut étre cristallisé sous forme monoclinique dont les valeurs des parametres
d’une maille de cristal sont les suivantes a= 14,667 A ; b= 7886 A: c= 10,730 A; p=
99,70°. L’ibuproféne ne présente pas de polymorphisme mais il faut noter que 1’ibuproféne
trait¢ de différentes manicres peut présenter une dislocation, une surface rugueuse et/ou une
aire de surface différente qui n’influence pas significativement son point de fusion (74-77°C).
L’ibuproféne commercial se présente sous forme d’une poudre cristalline blanche avec une
taille de particules d’environ 100 pm et une masse volumique vraie ps = 1120 kg/rn3 . Le pKa
de I’ibuproféne est compris entre 4,5 et 4,6. Ce principe actif est pratiquement insoluble dans
I’eau (< Img/ml). Cependant, il se solubilise facilement dans les milieux basiques, les
solutions alcooliques et les solvants hydrocarbures non polaires [Higgins et al., 2001].
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3.3 Formulation de I’ibuproféne a partir du mélange organique ter-butanol + eau.

Afin de choisir le bon ratio tert-butanol + eau a utiliser pour formuler I’ibuproféne, nous
nous sommes basés sur nos connaissances du diagramme d’état du systéme tert-butanol + eau
[Daoussi et al., 2011, Bogdani et al., 2011]. Dans la nouvelle formulation organique, des
critéres stricts ont di étre respectés, tels que la quantité finale totale de la solution injectable
qui doit étre égale a 1g, la masse d’ibuprofene égale a 100mg et une masse d’excipient définie
par un ratio molaire d’ibuproféne/excipient de 1/1.

excipient Ratio molaire TBA Eau Solution
Ibuprofene/excipient % massique % massique
- - 100 0 totalement soluble
- - 90 10 claire
- - 50 50 turbide
- - 20 80 insoluble
mannitol 11 100 0 turbide
mannitol 0.5/1 100 0 turbide
glucose 11 100 0 précipitation
glucose 11 90 10 particul;s en
suspension
L-lysine 11 100 0 insoluble
L-lysine 1/1 90 10 insoluble
PVP 1/1 90 10 insoluble
PVP 1/1 20 80 insoluble
arginine 11 90 10 Particul.es en
suspension
arginine 11 50 50
soluble, claire
arginine 11 20 80 soluble claire,
homogéne.

Tableau 3.1 : Caractéristiques des formulations a base organique d’ibuproféne.

95



D’apres le tableau 3.1, D’arginine semble bien étre le seul excipient qui permette une
solubilisation totale de I’ibuproféne dans le mélange TBA + eau. Puis, une série d’expériences
de screening a montré que la solubilisation totale et rapide de I’ibuproféne et de I’arginine est
possible pour des ratios massiques compris entre 0,5/0,5 a 0,2/0,8 de TBA/eau. Au vu des
avantages thermodynamiques qu’offrent les compositions eutectiques [Daoussi et al., 2011],
nous avons conclu que la formulation organique de I’ibuproféne la plus appropriée est celle
comportant 20% de TBA + 80% d’eau (Eutectique A) (cf diagramme d’état figure 2.2). De
plus, le TBA étant un solvant assez onéreux, il est intéressant de limiter la quantité utilisée.
D’autre part, en limitant la quantité de TBA dans la formulation, nous limitons les risques
d’inflammation de celui-ci. Au final, la formulation organique type de 1 g de solution doit
contenir 100mg d’ibuprofeéne + 83mg d’arginine + 163,4mg de TBA + 653,6mg d’eau. Il s’est
avére lors de nos essais de formulation qu'une dissolution de I’ibuproféne dans le TBA et de
I’arginine dans I’eau suivie du mélange des deux solutions était la meilleure fagon de procéder
pour obtenir rapidement une solution totalement homogéne a la température ambiante de
travail. L’ ibuproféne est trés soluble dans le ter-butanol et sa dissolution est quasi instantanée.
Alors que la formulation & base aqueuse demande un temps de préparation plus long a cause
de la formation de mousse a la surface du liquide, mousse créée lors de la dissolution de
I’ibuproféne et de I’arginine dans 1’eau (cf Figure 3.2). Ceci rend la manipulation de la
solution aqueuse délicate. Un temps d’attente de dégazage et de disparition de la mousse est
nécessaire avant de passer a I’étape suivante qui est le remplissage des flacons destinés a la
lyophilisation. De ce point de vue, la formulation a base organique peut €tre manipulée
beaucoup plus facilement.

Figure 3.2 : Formulation de l'ibuproféne : a base organique (a), a base aqueuse (b).

3.4 Caractéristiques thermodynamiques.

Dans cette partie de 1’étude, des caractérisations thermodynamiques des produits purs ainsi
que des deux formulations, aqueuses et organiques, ont été effectuées. Ces multiples
expériences de caractérisation ont consist¢é a déterminer, par des essais de DSC, les
températures de fusion, les températures de cristallisation spontanée et de transition vitreuse,
et, par cryomicroscopie, la température de collapse (Tc). Puis la méthode statique a été
utilisée pour déterminer les valeurs expérimentales des pressions de vapeur d’équilibre
solide/vapeur (sublimation) de I’eutectique A, ainsi que la valeur expérimentale de I’enthalpie
de sublimation.
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3.4.1. Caractérisation thermodynamique des produits purs

La Figure 3.3 montre les thermogrammes de chauffe respectivement de 1’ibuproféne (a) de
I’arginine (b) et du mélange eutectique A, a 20% de TBA + 80 % d’eau (c) (% massique),

obtenus par DSC.
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Figure 3.3 : Thermogramme de chauffe de l'ibuproféne (a), de I'arginine (b) et du

300

mélange eutectique A a 20% de TBA + 80 % d’ eau (c) (Yomassique). DSC modulée a la

vitesse de 3°C/min, modulation £ 0,5°C tout les 40 secondes.

D’apres cette figure 3.3, la température de fusion de I’ibuproféne est de 76,7°C, celle de

I’arginine de 220°C. Ces valeurs sont en parfait accord avec les données fournies par le
fournisseur (Sigma-Aldrich). La température de fusion du mélange eutectique a 20% de TBA
+ 80 % d’eau (% massique) est égale a -7,6°C. Le thermogramme de 1’arginine présente un

deuxieme pic a 237°C. Ce deuxieéme pic correspond a une décomposition endothermique de

I’arginine.

3.4.2. Caractérisation thermodynamique de la formulation a base aqueuse.

Nous avons déterminé la température de transition vitreuse (T°g) et la température de

collapse (Tc). La température de transition vitreuse T’g a été obtenue par DSC modulée et la

température de collapse (Tc) par cryomicroscopie. La figure 3.4 montre le thermogramme de
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chauffe de la formulation d’ibuproféne a base aqueuse. D’aprés ce thermogramme, la
formulation aqueuse présente une température de transition vitreuse T’g égale a -26,4 °C.
Cette valeur est obtenue par exploitation de la courbe rouge qui représente le ‘flux de chaleur
réversible’ et de la courbe bleue qui représente le ‘Cp réversible’. Le thermogramme met
aussi en évidence le pic de fusion de la glace a 0°C.
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Figure 3.4 : Thermogramme de chauffe de la formulation a base aqueuse d’ibuproféne.
DSC modulée a la vitesse de 3°C/min, modulation + 0,5°C tout les 40 secondes.

La température de collapse pour la formulation aqueuse a été trouvée égale a Tc = -25,5°C
(cf. figure 3.5b). Cette température est d’environ 1°C supérieure a la température de transition

vitreuse.

Figure 3.5 : Avancé du front de sublimation (a) : effondrement de la structure séche (b).
Cryomicroscope Linkam.
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3.4.3. Caractérisation thermodynamique de la formulation a base de co-solvant organique

Comme pour la formulation aqueuse, la détermination de la température de transition
vitreuse a concentration maximale, notée T’g, a été effectuée par DSC. Dans un premier
temps un essai en DSC standard (figure 3.6) a été effectué afin de repérer les différents
phénoménes thermiques apparaissant sur les thermogrammes de refroidissement et de
chauffe. La figure 3.6 représente les thermogrammes de refroidissement et de chauffe de cet
essai.

60 T T T T T T T T
50 |- Nucléation spontanée, |
TsN= -25.32°C.
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Figure 3.6 : Thermogramme de refroidissement et de chauffe de la formulation a base
organique, DSC standard a la vitesse de 3 °C/min

Comme attendu, le pic de fusion de I’eutectique A apparait a une température égale a -7,94°C,
valeurs trés proche de la température de fusion donnée par la littérature et égale a -8,2°C
[Kasraian et Deluca 1995]. Un autre pic exothermique caractéristique de la cristallisation
apparait a -25,32°C. Ce pic correspond a la cristallisation de 1’eutectique A qui présente dans
ce cas un degré de surfusion d’environ 17°C. Compte tenu de ces deux pics de cristallisation
et de fusion de I’eutectique A, d’apres les bases de la thermodynamique, le thermogramme de
chauffe ou de refroidissement devrait faire apparaitre une température de transition vitreuse
inférieure a la température de fusion de 1’eutectique A (-7,94°C), ce qui n’est pas le cas. En
effet, la température de transition vitreuse, T’g, est détectée sur le thermogramme de
refroidissement (cf figure 3.6) a -7,31°C et sur le thermogramme de chauffe en DSC modulée
(cf. figure 3.7) a -7,55°C. D’apres les lois de la thermodynamique, une formulation liquide
homogeéne, lorsque elle est refroidie, ne peut présenter un état vitreux et par la suite un état
cristallin. De méme que, lorsque cette formulation homogeéne est chauffée elle ne peut
présenter une fusion suivie par un état vitreux. La seule explication plausible pour que
I’enchainement de ces phénomeénes ait une raison physique est que, pour une température
avoisinant les -7°C, il y ait une démixtion avec apparition de deux phases liquides totalement
immiscibles. Une des deux phases est totalement saturée en ibuprofeéne et en arginine, a un tel
point que 1’on est dans les conditions de formation spontanée d’une phase vitreuse, d’ou
I’apparition de la transition vitreuse a la température T’g de -7,31°C. L’autre phase liquide,
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totalement démunie de principe actif, est composée de TBA et d’eau dans des proportions
telles que I’eutectique A puisse se former.
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Figure 3.7 : Thermogramme de chauffe par DSC modulée a la vitesse de 3°C/min,
modulation + 0,5°C tout les 40 secondes

Dans le but de vérifier visuellement les hypotheses d’apparition d’un état vitreux pour une
température avoisinant les -7°C et de cristallisation de 1’autre phase liquide non miscible aux
alentours des -25°C, des tests de cryomicroscopie en refroidissement a pression
atmosphérique ont été réalisés ainsi que des essais de congélation a 1’aide du pilote de
congélation/lyophilisation SMH45. La vitesse de refroidissement imposée pendant les tests de

congélation avec le pilote était de 1°C/min.

Figure 3.8 : Essais cryomicroscopiques : solution organique homogéne (a) : démixtion,
vitrification sur les bords de I'échantillon (b) : démixtion, vitrification d’une des deux
phases liquides sur I'ensemble de I'échantillon (c). Congélation pilote SMH45 : solution
organique homogéne (flacon de gauche), aqueuse (flacon de droite) (d) : démixtion,
vitrification de la solution organique au fond du flacon (e) : vitrification de haut en bas de
la solution organique ().
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La série de figures 3.8a a 3.8f met en évidence que pour une température comprise entre -7°C
et -8°C, la solution a base organique change d’aspect et ’apparition d’une phase vitreuse
semble étre confirmée.

La série de figures 3.9a, 3.9b, et 3.9c montre qu’a -23°C il y a cristallisation de I’eutectique A
avec une avancée visible et rapide du front de cristallisation en fonction du temps.

Figure 3.9 : Essais cryomicroscopiques : cristallisation de l'eutectique A, avancée du front
de sublimation en fonction du temps (a, b ,c). Congélation pilote SMH45 : cristallisation
des cristaux de glace de la solution aqueuse (d) : cristallisation de I'eutectique A (e) :
aspect des congelats (organique et aqueux) (f).

La figure 3.9d montre que pour une température avoisinant les -12°C, la formulation a base
aqueuse (flacon de droite) change d’aspect. En effet, a cette température, il y a cristallisation
spontanée des cristaux de glace qui vont croitre de proche en proche. Puis, pour une
température proche de -23°C, la formulation a base organique (flacon de gauche) cristallise
dans les proportions de 1’eutectique A. Comme le montrent les figures 3.9¢ et 3.91, le congelat
a base de solvant organique présente un aspect différent du congelat a base aqueuse. Les
cristaux d’eutectique A présentent une morphologie sous forme de dendrites. Ceci est en
parfaite adéquation avec les données de la littérature [ Teagardent et Baker 2001] qui décrivent
une cristallisation dendritique du mélange eutectique A.

Nous avons également déterminé de maniere expérimentale les valeurs des pressions de
vapeur et d’enthalpie de sublimation de I’eutectique A. La méthode thermogravimétrique
(méthode TGA) n’a pas pu étre utilisée pour déterminer expérimentalement les valeurs des
pressions de vapeur a I’équilibre liquide/vapeur car, comme le montre la figure 2.14, le
mélange liquide a 20% de TBA + 80% d’eau n’est pas un azéotrope. Par conséquent, les
équations 2-2 a 2-7 ne sont pas applicables a ce mélange. Cependant, il aurait été intéressant
de mesurer directement par la méthode thermogravimétrique les valeurs des pressions de
vapeur d’équilibre du systéme solide/vapeur. En effet, le mélange a 20% de TBA + 80%
d’eau sous sa forme solide forme un eutectique qui permet dans ce cas une utilisation de la
méthode TGA et des équations 2-2 a 2-7. Malheureusement, ’eutectique A fond a la
température de -8,2 °C et notre appareil de TGA est limité par la technologie du groupe froid
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aux températures supérieures a 10°C. C’est pour ces raisons que la détermination directe des
pressions de vapeur a 1’équilibre liquide/vapeur et solide/vapeur de l’eutectique A a été
réalisée en utilisant la méthode statique. Les points expérimentaux obtenus par la méthode
statique dtaient au nombre de 5 pour 1’équilibre liquide/vapeur et de 6 pour I’équilibre
solide/vapeur. Ces points expérimentaux ont permis de déterminer les valeurs des coefficients
de I’équation de Clausius-Clapeyron (2-9) (cf annexe 3). Puis cette équation a été utilisée
pour calculer un nombre plus significatif de valeur des pressions de vapeur pour les équilibres
liquide/vapeur et solide/vapeur. La figure 3.10 présente le diagramme de phase du mélange a
20% de TBA + 80% d’eau dont les valeurs des pressions de vapeur ont €té obtenues par la
méthode statique. A titre de comparaison, sur cette méme figure, nous avons aussi porté les
valeurs des pressions de vapeur de I’eau pure.
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Figure 3.10 : Pressions de vapeur d’équilibre du mélange a 20% de TBA + 80% d’eau (%
massique), méthode Statique (-); de I'eau pure (*).

D’apres la figure 3.10, les valeurs des pressions de vapeur de I’eutectique A a 1’équilibre
solide/vapeur sont plus élevées d’un facteur 1,8 par rapport aux valeurs des pressions de
vapeur de la glace. De plus, la valeur de I’enthalpie de sublimation de I’eutectique A
déterminée par 1’équation 2-9 a été trouvé égale a AHs= 2352 kJ/kg. Cette valeur est 1,2 fois
plus faible que I’enthalpie de sublimation de la glace. Au vu de ces données
thermodynamiques, la formulation a base de solvant organique d’ibuproféne devrait présenter,
pour les mémes conditions opératoires (température d’étagere et pression de la chambre), des
cinétiques de sublimation plus rapides et donc des temps de sublimation plus faibles que la
formulation a base aqueuse [Daoussi et al., 2011, Bogdani et al., 2011].
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3.4.4. Comparaison des données thermodynamiques de la formulation a base aqueuse et
de la formulation a base organique.

Cette premicre étude de caractérisation thermodynamique a montré que la formulation
aqueuse présente une température de transition vitreuse autour de -26,4°C et que la
formulation organique présente une température de transition vitreuse aux environs de -7,5°C.
Habituellement, la température de transition vitreuse est un parametre important du cycle de
lyophilisation car elle représente le parametre clef pour le controle de la sublimation puisque
la température de 1’étagere est réglée de telle fagcon que la température du produit ne dépasse
jamais cette température de transition vitreuse afin de maintenir la phase cryoconcentrée a
I’état vitreux au cours de la sublimation. Ceci est vrai pour la formulation a base aqueuse mais
pas totalement vrai pour la formulation a base organique. En effet, il a ét¢ montré que la
formulation a base organique avait un comportement particulier et présentait une température
de fusion de I’eutectique A (-8,2°C) inférieure a la température de transition vitreuse (-7,5°C).
Ainsi, en toute rigueur, les températures des étageres doivent étre réglées de fagcon a ce que le
produit ne dépasse jamais la température de fusion (T,,) de la phase cristalline (eutectique A)
et la température de transition vitreuse (T°g) de la phase cryoconcentrée. Donc, dans ce cas
particulier, il faut considérer les deux températures, T, et T'g, comme des parametres clef
pour le controle de I’étape de sublimation. Pour notre systeme, nous constatons que les
températures de transition vitreuse, T°g, et de fusion, Tm, de la formulation a base organique
sont nettement supérieures a la température T g de la formulation a base aqueuse. Ainsi, il est
possible de réaliser la sublimation de la formulation a base organique a un niveau de
température beaucoup plus élevé et, par conséquent, d’accélérer les cinétiques de sublimation
et donc de réduire fortement les temps de sublimation. De plus, il a été observé que les
valeurs des pressions de sublimation de la formulation a base organique étaient plus élevées
que les valeurs des pressions de sublimation de la formulation a base aqueuse (cf figure 3.10).
Pa ailleurs, la valeur de 1’enthalpie de sublimation de la formulation a base organique est plus
faible que la valeur de 1’enthalpie de sublimation de la formulation a base aqueuse. Ces deux
facteurs doivent donc contribuer a réduire de fagon trés importante les cofits opératoires du
procédé de lyophilisation et notamment permettre une diminution importante des temps de
séchage (sublimation).

3.5 Etude de la congélation.

Comme souligné¢ précédemment dans la partie bibliographique, la congélation est une
étape clé du procédé de lyophilisation car elle détermine le nombre de cristaux, leur forme et
leur taille. L’¢étape de congélation mérite donc une étude approfondie puisque la structure
congelée influe directement sur les caractéristiques morphologiques du lyophilisat et, par
conséquent, sur les cinétiques de sublimation, et ainsi, sur les cofits globaux du procédé de
séchage. Nous avons étudié, pour les deux formulations, aqueuse et organique,
respectivement la morphologie des cristaux de glace et ceux de I’eutectique A. Cette étude
morphologique a consisté a déterminer la distribution en taille des cristaux de glace et des
cristaux d’eutectique A. Parallélement, I’influence de la vitesse de congélation sur la taille des
cristaux a €té aussi ¢tudiée. Dans cette étude, la congélation des échantillons a été effectuée a
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I’aide du lyophilisateur pilote SMH45. Cette étude morphologique a nécessité 1’emploi de
plusieurs techniques, notamment de la microscopie optique par réflexion en chambre froide.

3.5.1. Microscopie en chambre froide.

3.5.1.1 Principe.

La microscopie optique par réflexion en chambre froide (cf figure 3.11) permet une
observation in situ du solvant au sein de la structure de la matrice congelée dans des
conditions proches de la congélation. La surface de [1’échantillon est éclairée
perpendiculairement par éclairage épiscopique coaxial et elle est observée par réflexion dans
le méme axe que 1’axe d’éclairage. La formation d’une image contrastée est basée sur la
différence des quantités de lumiere réfléchies par 1’échantillon. Ces contrastes proviennent
des différences de lumicre absorbée par les différents constituants ou des différents flux
réfléchis sur les différentes interfaces des phases constituant la structure congelée.

"
A T T T Lumiére réfléchie

Lumiére incidente

Phase cryo-concentrée

Cristal de solvant

Figure 3.11 : Schéma de principe de la microscopie optique par réflexion a épiscopie
coaxiale

Pour une bonne observation de 1’échantillon, sa surface doit étre la plus lisse possible et sans
rugosité importante, état qui est obtenu par un surfacage soigneux apres réalisation de la
découpe au microtome. La microscopie optique a épiscopie coaxiale présente cependant ses
limites. Elle nécessite un équipement permettant 1’observation a basse température d’ou la
nécessité de faire les observations dans une chambre froide maintenue a - 25 °C, ce qui n’est
pas treés confortable pour I’opérateur. De plus, elle n’offre pas des grossissements aussi
importants que les autres techniques microscopiques (SEM, cryo-SEM). Enfin, 1’échantillon
doit étre parfaitement et donc longuement surfacé, pour étre observé et analysé dans de
bonnes conditions. Cependant, cette technique d’observation présente de nombreux
avantages. Tout d’abord, elle permet la visualisation de la structure du produit a des
températures proches de la congélation, ce qui permet d’obtenir des informations sur les
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arrangements et la morphologie des différentes phases. Ensuite, I’absence de traitement
préalable a I’observation, et le faible nombre de manipulations, limitent le risque de
modification de la structure. De plus, c’est une technique trés rapide et simple d’utilisation et
le matériel qu’elle nécessite est relativement peu coliteux.

3.5.1.2  La chambre froide.

La microscopie optique a épiscopie coaxiale est une méthode directe d’observation de
I’échantillon congelé. Il est donc important de conserver la chaine du froid durant toutes les
étapes de la manipulation. C’est pourquoi le microscope et le microtome (utilisé pour surfacer
les échantillons) sont placés dans une chambre froide maintenue a — 25°C. Cependant, ces
observations sont rendues trés difficiles par la formation de givre sur 1’objectif du microscope
ou méme sur la surface de 1’échantillon, givre provenant des entrées d’air et de vapeur d’eau
lors de I’acces de I’expérimentateur a I'intérieur de la chambre froide et également de sa
présence (respiration). Pour des questions de sécurité, I’opérateur doit ressortir de la chambre
froide toutes les 30 minutes en faisant au minimum une pause de 15 minutes. Il est conseillé
dans ces conditions d’effectuer les manipulations en hiver afin que 1’écart de température
chambre froide et ambiante soit le plus faible possible et éviter ainsi un trop grand choc
thermique.

3.5.1.3  Le microtome et le microscope.

La visualisation des échantillons est rendue possible grace a leur surfacage précis a I’aide
d’un microtome 2000 R (Leica) et d’un microscope stéréoscopique MZ 12 (cf figure 3.12). Le
microtome est muni de lames en acier enrichies en carbone, ce qui apporte une meilleure
qualit¢ de coupe et une plus grande longévité pour une utilisation avec des matrices
congelées. Le microscope fournit des grossissements dans la gamme allant de 25 a 100.

Microscope [

Figure 3.12 : Chambre froide renferm?nt le l;ratériel d’observation et le microtome
LEICA
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3.5.2. Protocoles de congélation et préparation des échantillons.

Les expériences de caractérisation de la morphologie de la glace et de I’eutectique A ont
été réalisées pour les deux protocoles de congélation différents indiqués ci-dessous :

- vitesse de congélation lente (0,1°C/min), jusqu’a -45°C et maintien a cette température
pendant 2h ;

- vitesse de congélation modérée (1°C/min), jusqu’a -45°C et maintien a cette
température pendant 2h.

Une masse de 1g de solution (aqueuse ou organique) a été introduite dans chaque flacon en
verre de 4mL (flacon fabriqué par Verretubex, Nogent le Roi). Ceci correspond a une hauteur
de remplissage du flacon de 1cm. Pour chaque essai, pour lequel, la vitesse de congélation a
été fixée, 3 échantillons (aqueux ou organiques) ont été congelés. De plus, des essais de
répétabilité ont ét¢ menés afin de vérifier la justesse de nos résultats. La congélation des
échantillons a été réalisée a I’aide du lyophilisateur SMH 45 pour reproduire le mieux
possible les vitesses de congélation obtenues lors des cycles de lyophilisation étudiés au cours
de ce travail. Ensuite, a la fin de 1’étape de congélation, les échantillons sont sortis du
lyophilisateur et les flacons enrobés de parafilm. Puis les flacons de verre sont cassés par
compression grace a un étau. Le parafilm enveloppant le verre évite que celui-ci forme des
débris en éclatant. Ainsi, par cette technique nous travaillons en toute sécurité. Une fois le
morceau de congelat récupéré, celui-ci est dépos¢€ sur un support métallique spécialement
congu pour le fixer. Une colle spéciale pour froid est utilisée pour rigidifier et solidariser le
support avec le congelat en plongeant le tout dans de 1’azote liquide (cf figure 3.13). Une fois
I’échantillon prét, il doit étre immédiatement introduit dans la chambre froide pour éviter la
fonte de celui-ci. Le surfagage se fait par pas dégressifs de 20 um a 1 pm. C’est la qualité du
surfacage qui détermine celle de I’observation i.e la netteté et le contraste des images
obtenues (stries visibles sur la photo). C’est pourquoi, il est important d’opérer avec méthode,
rigueur et beaucoup d’attention pour atteindre le coeur de 1’échantillon avec une vitesse de
lame régulicre et lente.

Congelat Support plus colle
pour froid

Figure 3.13 : Preparation de I'échantillon pour I'étude de microscopie en chambre froide.
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3.5.3. Observation des cristaux de glaces et d’eutectique A.

Apres surfacage, 1’échantillon est observé directement a ’aide d’une loupe binoculaire
disposant d’un éclairage épiscopique coaxial d’une puissance de 150 W (cf figure 3.14).
L’oculaire du microscope optique est équipé d’une caméra numérique (Hitachi CCD), reliée a
un ordinateur doté¢ d’un logiciel d’acquisition et de traitement d’image (Visilog 5.4),
I’ordinateur se trouvant a I’extérieur de la chambre froide. Ainsi, les images obtenues sont
directement stockées et peuvent étre ensuite analysées apres leur acquisition, a la convenance
de ’expérimentateur.

Figure 3.14 Observation de I'échantillon congelé.

Pour chaque analyse de structure correspondant a une formulation et un protocole de
congélation donnés, 10 photos ont été prises sur toute la surface de I’échantillon. Un
¢chantillon était, en moyenne, surfacé a 3 niveaux différents. Ce qui conduit au final pour un
essai (contenant 3 échantillons) a une quantité d’images obtenues égales a 90. Le tableau 3.2
ci-dessous donne les valeurs des différents facteurs de conversion utilisés entre une dimension
donnée en pixels et une longueur réelle exprimée en micron. Ce facteur de conversion a été
obtenu en enregistrant une image avec une réglette micrométrique pour chaque grossissement
existant du microscope. Ensuite, un logiciel de photo (Image J) a été utilisé afin d’ouvrir les
images enregistrées et le nombre de pixels sur une distance de 100 um donnée par la réglette a
ainsi pu étre déterminé.

Grossissement 25 32 40 50 63 80 100
Facteur de
conversion 3,16 2,48 1,99 1,58 1,25 0,98 0,86
(um/pixel)

Tableau 3.2 : Correspondance entre longueur réelle et nombre de pixels pour les
différents grossissements utilisés
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3.5.4. Traitement des images et mesure de la taille moyenne des cristaux de glace et
d’eutectique A.

Lors de I’étude d’observation, deux grossissements ont été utilisée : le x32 et le x63. Une
fois I’image originale (figure 3.15a) récupérée, elle est traitée grace au logiciel Image J. Ce
traitement consiste a tracer manuellement le contour des cristaux de glace ou d’eutectique A
(figure 3.15b). Puis par une succession de traitement d’images (binarisation, soustraction,
etc.) il en résulte une image (figure 3.15c) qui fait apparaitre clairement le pourtour des
cristaux.

A : aire
a : axe mineur
b : axe majeur

Figure 3.15 : Exemple de traitement d’images avec le logiciel Image J. Images :
originale (a), du tracé des cristaux (b), finale (c).

On se basant sur I’image finale représentée par la figure 3.15¢c, on se rend compte que les
cristaux n’ont pas une forme sphérique réguliere. C’est pourquoi on cherche a estimer leur
surface afin de déterminer leur diameétre équivalent. L’aire des cristaux a été calculée en se

servant de deux longueurs caractéristiques, notées a et b, et schématisées sur les figures 3.15¢
et 3.16.
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Figure 3.16 Estimation des dimensions caractéristiques pour le calcul de la surface des
cristaux.

Si le cristal n’a pas une forme géométrique simple, il faut essayer de se rapprocher au plus
de sa surface réelle en pondérant visuellement 1’une des deux longueurs caractéristique notées
a et b. On peut alors calculer 1’aire moyenne du cristal, notée A, en effectuant le produit
A=axb . Ce qui permet d’estimer le diametre équivalent notée dsq de la sphere ayant la
méme surface que le cristal, a I’aide de la relation suivante :

44
dy, = |— (Eq 3-1)
w

Pour chaque échantillon, plusieurs images ont été analysées de maniére a obtenir une valeur
moyenne la plus représentative possible. A partir de I’estimation de la surface A, on peut en

déduire la valeur moyenne d, , et tracer des courbes de distribution. Ces courbes de

éq
distribution sont calculées avec un incrément de taille (aussi appelé classe) de 20um. Toutes
les classes avaient la méme largeur. La distribution en nombre représente le nombre de
cristaux ayant une taille comprise entre L—10 pm et L+10 pm, nombre rapporté au nombre
total de cristaux. La distribution cumulée représente la sommation de la distribution

précédente en nombre. Le nombre de cristaux mesurés était d’environ 200 par échantillon.

3.5.5. Morphologie des cristaux de glace de la formulation d’ibuproféne a base aqueuse.

La vitesse de congélation va influer directement la taille des cristaux de glace et, de
manic¢re générale la morphologie du lyophilisat et, par conséquent, les cinétiques de
sublimation. Ainsi, nous avons dans un premier temps étudié¢ I’influence de la vitesse de
congélation sur le degré de surfusion en suivant la variation de la température du congelat en
fonction du temps. Pour cela, les thermocouples de type K, présents dans la chambre de
lyophilisation, ont été placés a ’extérieur et au fond du flacon. La figure 3.17 présente la
variation de la température du congelat a base aqueuse pendant 1’étape de congélation (pilote
SMH 45) en fonction du temps, pour les deux vitesses de congélation étudiées, a savoir la
vitesse de congélation de 0,1°C/min dite lente et celle de 1°C/min dite modérée.
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Figure 3.17 : Variation de la température du congelat a base aqueuse en fonction du
temps pour deux vitesse de congélation différentes.

D’apres la figure 3.17, on observe que plus la vitesse de congélation est élevée plus la
nucléation spontanée de la glace est retardée et repoussés vers des températures plus basses. 11
en résulte donc une augmentation du degré de surfusion avec la vitesse de congélation. Ceci
est en parfait accord avec ce que I’on observe habituellement avec les formulations a base
aqueuse [Nakagawa et al., 2006]. Afin, d’observer visuellement 1’influence de la vitesse de
congélation sur la taille des cristaux de glace, nous avons effectué¢ une étude morphologique
par microscopie en chambre froide. Les figures 3.18a et 3.18b présentent les images du
congelat de la formulation a base aqueuse obtenues respectivement pour une vitesse de
congélation de 0,1°C/min et 1°C/min.

cristaux de glace

cristaux de glac

' A . MY E
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£
phase vitreuse
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S
phase vitreuse
cryoconcentrée

Figure 3.18 : Microscopie en chambre froide : Formulation a base aqueuse, vitesse de
congélation 0,1°C/min (a), 1°C/min (b).

Comme attendu, on observe visuellement, que la taille moyenne des cristaux de glace de la
formulation a base aqueuse s’avere inversement proportionnelle a la vitesse de congélation. Il
est a noter qu’il nous a été impossible de tracer avec une précision satisfaisante le pourtour
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des cristaux de glace sur les images originales obtenues par microscopie en chambre froide
pour une vitesse de congélation de 0,1°C/min. Ainsi nous n’avons pu étudier que la
distribution en taille des cristaux de glace obtenu avec une vitesse de congélation égale a
1°C/min. Les résultats de cette distribution seront présentés au paragraphe 3.5.7.

3.5.6. Morphologie des cristaux d’eutectique A de la formulation d’ibuproféne a base
organique.

Comme pour la formulation a base aqueuse nous avons suivi la variation de la température
du congelat en fonction du temps pendant la phase de congélation. Les deux vitesses de
congélations étudiées sont les mémes que celle citées précédemment, a savoir 0,1°C/min et
1°C/min. Ces résultats sont reportés sur la figure 3.19. On observe que, contrairement a la
formulation a base aqueuse, avec la formulation organique la vitesse de congélation ne semble
avoir que treés peu d’influence sur la température de nucléation spontanée de 1’eutectique A
qui se produit pour les deux vitesses étudiées a une température voisine de -22°C. Par
conséquent, 1’influence de la vitesse de congélation sur la taille des cristaux (eutectique A)
sera trés faible avec la formulation a base organique.

0.1°Cimin

X,, +~ 1°Cimin
o I

T(C)

M

.| TsN=215°C TsN=-22°C

temps (min)

Figure 3.19 : Variation de la température du congelat a base organique en fonction du
temps pour deux vitesse de congélation différentes.

Une explication possible de cette tendance, qui ne correspond pas a ce que I’on observe
avec les formulations a base aqueuse, pourrait étre que les nucléi de 1’eutectique A vont
pouvoir naitre et croitre dans un espace restreint délimité par la phase vitreuse, annulant ainsi
I’influence de la vitesse de congélation sur le degré de surfusion.

Cette tendance se confirme visuellement en observant les images obtenues par microscopie en
chambre froide (cf figures 3.20a et 3.20b).
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Figure 3.20 : Microscopie en chambre froide : Formulation a base organique, vitesse de
congélation 0,1°C/min (a) ; 1°C/min (b).

Aprées traitement des images, nous avons tracé la courbe de la distribution en taille des
cristaux d’eutectique A. On observe pour une vitesse de congélation égale a 0,1°C (cf figure
3.21), un diametre équivalent moyen des cristaux d’eutectique A égal a 119,9 um.
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Figure 3.21 : Distribution en nombre et cumulée de la taille moyenne des cristaux de la
formulation a base organique pour une vitesse de congélation de 0,1°C/min.
Grossissement x63 et x32. Diamétre équivalent moyen 119,9um.
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De méme, pour une vitesse de congélation égale a 1°C (cf figure 3.22), le diametre équivalent
moyen des cristaux d’eutectique A a été trouvé égale a 104,5 pm, ce qui confirme que la
vitesse de congélation n’a que peu d’influence sur la taille des cristaux d’eutectique A.
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Figure 3.22 : Distribution en nombre et cumulée de la taille moyenne des cristaux de la
formulation a base organique pour une vitesse de congélation de 1°C/min. Grossissement
Xx63 et x32. Diamétre équivalent moyen 104,5 uym.

3.5.7. Comparaison morphologique des cristaux de solvant de la formulation a base
aqueuse avec la formulation a base organique.

Le diagramme de distribution en taille des diametres équivalents des cristaux (cf figure
3.23) met en évidence et confirme que, pour la formulation organique, la vitesse de
congélation n’a que trés peu d’influence sur la distribution en taille moyenne des cristaux
obtenus avec 1’eutectique A. Par ailleurs, la comparaison de ces distributions pour les deux
formulations étudiées pour une vitesse de congélation de 1°C/min montre que la formulation a
base organique présente une distribution en taille moyenne des cristaux plus élevée que la
formulation a base aqueuse. Ceci représente un avantage certain pour la sublimation car des
pores plus gros vont augmenter la perméabilité de la couche séche au transfert de matic¢re de
la vapeur d’eau (ou de solvant) et de ce fait augmenter les vitesses de sublimation si celle-ci
est controlée par le transfert de masse de cette vapeur, ce qui peut contribuer a réduire les
colts opératoires généralement élevés du procédé de lyophilisation.
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Figure 3.23 : Distribution cumulée de la taille des cristaux de solvant pour la formulation
a base organique et a base aqueuse. Grossissement x32 et x63.

N-B : Des images obtenues par microscopie en chambre froide, pour les formulations, a base aqueuse
et a base organique, pour les deux vitesses de congélation étudiées sont présentées en annexe 4.

3.6 Etude de la sublimation

L’étape de sublimation est la plus longue du cycle de lyophilisation et, par conséquent, la
plus onéreuse. Ainsi, une optimisation des parametres opératoires, a savoir, la température des
¢tageres, notée Tgheyr, €t la pression totale dans la chambre de lyophilisation, notée Pc, est
nécessaire afin d’obtenir des temps de sublimation les plus courts tout en assurant la qualité
du produit final. Nous avons optimisé les parameétres opératoires de I’étape de sublimation de
la formulation d’ibuproféne a base de co-solvant organique par une nouvelle approche,
nommeée Quality by Design (QbD). Cette nouvelle approche nous a conduits a la construction
du Design Space de la formulation a base organique. Puis, en s’appuyant sur ce Design Space,
une étude comparative des cinétiques de sublimation des deux formulations, a base aqueuse et
organique a été effectuée pour différentes conditions opératoires (température d’étagere et
pression totale de la chambre).
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3.6.1. Définition du Quality by Design (QbD) et du Design Space.

Le Quality by Design (QbD) se définit, d’apres 1’International Conference Harmonisation
(ICH) Q8-R2 2009, comme une approche systématique du développement d'un médicament,
qui vise a mieux explorer les caractéristiques des molécules pharmaceutiques, a mieux
connaitre le procédé de fabrication en l'explorant aux limites et en identifiant les paramétres
critiques de celui-ci. La finalité du QbD est que la qualité du produit ne soit plus assurée en
fixant les conditions opératoires pour atteindre une seule valeur cible, mais par une plage de
valeurs, dénommeée Design Space, espace de conception dans lequel les parameétres de
production peuvent varier sans altérer la qualité du produit final. Ainsi, ce concept permet
d’identifier et de comprendre comment les attributs de qualité du produit sont influencés par
les parametres opératoires clés du procédé. Le Design Space est représenté sous forme d’un
espace (graphique) a plusieurs dimensions qui regroupent les parameétres de formulation du
produit et des variables opératoires du procédé afin de fournir I’assurance de performance et
de qualit¢ adéquates du lyophilisat. Ainsi, tout changement de valeurs des parameétres
opératoires du procédé situés a l’intérieur du Design Space peut étre mis en ceuvre sans
approbation préalable des autorités de réglementations et sans avoir a déposer un nouveau
dossier réglementaire. En somme, 1'introduction du Design Space vient alors donner plus de
flexibilité a I’enregistrement d’un nouveau produit pharmaceutique.

3.6.2. Forme générale du Design Space du procédé de lyophilisation.

Nail (2010) suggere de représenter le Design Space du procédé de lyophilisation par un

graphique dont le tracé reporte les valeurs du débit massique de sublimation, notée m, les
valeurs de la pression de la chambre de lyophilisation, notée Pc, les valeurs de la température
des étageres, notée Typeif, et les valeurs de la température du produit, notée Ty (cf. figure 3.24).
Le Design Space ainsi congu, permet dans un premier temps, de mettre en lumiere 1’influence
des paramétres opératoires indépendants (Tgweir €t P) sur les valeurs de la température du
produit (Ty) et sur les valeurs du débit massique de sublimation. On observe ainsi sur la figure
3.24, que pour une température d’étagere fixe, ’augmentation de la pression totale de la
chambre de lyophilisation a pour conséquence une augmentation des valeurs de la vitesse de
sublimation. Cette tendance s’explique par le fait que, I’augmentation de la pression totale de
la chambre augmente le transfert de la chaleur par conduction a travers la couche de gaz
située entre le fond du flacon et I’étagere. Cet effet accroit la température du produit et, par
conséquent, augmente la valeur de la pression de vapeur a I’interface de sublimation et, in
fine, augmente la force motrice (P,-Pc) du transfert de la vapeur de solvant. Or, pour une
température d’étagere fixe, ’augmentation de la pression de la chambre devrait conduire a
une diminution de la force motrice (P,-Pc) et, par conséquent, a une diminution de la vitesse
de sublimation, mais c’est le contraire qui est observé sur la figure 3.24. Ceci s’explique, par
le fait que, dans le domaine des trés basses pressions (6 a 50 Pa) utilisées dans les cycles de
sublimation pour la lyophilisation des produits pharmaceutiques, 1’augmentation de la
pression totale de la chambre a un impact positif plus important sur le transfert de chaleur
que I'impact négatif (inverse) sur la force motrice du transfert de vapeur. De méme, il est a
noter que pour une pression de la chambre de lyophilisation fixe, la vitesse de sublimation
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augmente avec la température des étageres. D’une manicre générale, pour avoir la meilleure
efficacité de 1’étape de sublimation (temps de sublimation faibles), il est d’usage d’imposer
une pression de chambre la plus faible possible et une température d’étagére la plus
grande possible tout en maintenant la valeur de la température du produit inférieure a sa
température critique (T°g ou Teolapse)-

-200
Product . "
temperature -259 30

-300

200

100

Sublimation rate

-10¢

Shelf temperature

Chamber pressure

Figure 3.24 : Schématisation du Design Space de I’étape de sublimation du procédé de
lyophilisation d’une formulation aqueuse. [Nail 2010]

Cette température critique fait partie des attributs critiques de qualit¢ dénommés encore CQA
(Critical Quality Attributes). Un CQA est une propriété thermodynamique, physique,
chimique, biologique, et microbiologique ou une caractéristique qui doit étre comprise dans
une limite, une gamme, ou une distribution appropriée pour assurer une qualité de produit
désirée. Dans le Design Space du procédé de lyophilisation, 1I’'une des propriétés principales
est la température du produit. Afin d’assurer la bonne qualité du produit final, la température
du produit congelé ne doit jamais dépasser la température de fusion de 1’eutectique ou de la
température de transition vitreuse, T’g, respectivement, dans le cas ou le produit congelé
conduit & un systéme solide cristallin ou a un systéme solide amorphe. Ainsi cette température
critique est introduite dans le Design Space et constitue une limite supérieure, représentée sur
la figure 3.24 par une isotherme (courbe bleu, trait discontinu), limite qui ne doit jamais étre
dépassée au risque de détériorer le produit. La bonne qualité finale du produit sec ne dépend
pas seulement des propriétés intrinseques de celui-ci mais aussi des performances du
lyophilisateur. Les limites de performance du lyophilisateur sont a répertorier et la valeur la
plus critique doit apparaitre dans le Design Space. Selon Nail (2010), la limitation de
I’équipement la plus critique qui doit étre prise en compte est la limitation du transfert de
masse de la vapeur de solvant dans le tube qui connecte la chambre de lyophilisation avec le
condenseur. Lorsque le débit de sublimation devient trop ¢€levé, on atteint le point
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d’engorgement, ce qui se traduit par un décrochage brutal de la pression totale dans chambre
de lyophilisation. Ainsi la courbe représentant le débit de sublimation au point d’engorgement
en fonction de la pression de la chambre est reportée sur la figure 3.24 (courbe bleu, trait
continu) et forme une autre limite supérieure qui assure la bonne qualité finale du produit.
Concretement, pour déterminer le point d’engorgement, Nail (2010) a procédé de la maniére
suivante. Tout d’abord un demi-littre d’eau a été congelé dans un plateau formant ainsi une
couche de glace. Puis la pression de la chambre de lyophilisation a été fixée a la pression de
travail souhaitée. Une augmentation par palier de la température des étageres a été
programmée. Le point d’engorgement correspond au moment ou, pour une température
d’étagére donnée, la pression de la chambre décroche. La vitesse de sublimation étant
mesurée en continu par la technique TDLAS (Tunable Diode Laser Absorption Spectroscopy)
[Geisler et al., 2007], il est alors possible d’en déduire la vitesse de sublimation qui va
conduire a I’engorgement de la vapeur de solvant dans le tube de connexion pour une pression
totale de la chambre et une température d’étagere données.

3.6.3. Design Space de ’étape de sublimation de la formulation d’ibuproféne a base
organique.

Nous avons construit le Design Space de [’étape de sublimation du procédé de
lyophilisation de I’ibuprofene formulé a partir du mélange massique de co-solvant 20 % de
TBA + 80% d’eau (eutectique A). Pour ce faire, nous avons utilis¢ la méme représentation
graphique du Design Space que celle suggérée par Nail (2010) (cf figure 3.24). La
construction de ce graphe a nécessité 'utilisation de différentes techniques de suivi en ligne
de I’étape de sublimation, techniques nommées PAT (Process Analytical Technology) en
anglais, a savoir la microbalance Christ pour la mesure en ligne de la perte de masse du
solvant sublimé et des thermocouples de type K pour la mesure de la température du produit.
La construction du Design Space a été effectuée en suivant un mode opératoire précis et bien
défini. Ainsi, le Design Space est construit pour une seule formulation, dans notre cas la
formulation d’ibuproféne a base organique, et pour un seul type de flacon (taille, nature). Ce
flacon en verre d’une capacité¢ de remplissage de 4mL est le méme que celui utilis€¢ dans
I’étude de 1’étape de congélation. Avant de passer a I’étape de sublimation, la solution liquide
doit étre congelée. Ainsi, nous avons tout au long de cette étude utilisé le méme protocole de
congélation qui a consist¢ a congeler la solution en lui imposant une vitesse de
refroidissement de 1°C/min jusqu’a -45°C avec maintien a cette température pendant 120
min. Nous allons détailler dans les paragraphes qui suivent toute la méthodologie qui nous a
permis de construire le Design Space de I’étape de sublimation de la formulation d’ibuproféne
a base organique.

3.6.3.1 Deétermination du coefficient global de transfert de chaleur externe, Kv.

La premicre ¢étape de la construction du Design Space, consiste a déterminer
expérimentalement les valeurs du coefficient global de transfert de chaleur externe, notée Kv,
pour différentes conditions opératoire (Tshelf et Pc) de I’étape de sublimation. La valeur du
coefficient global de transfert de chaleur externe (Kv), dépend des conditions opératoires
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(Tshelf et Pc) ainsi que de la géometrie du flacon. A contrario, la valeur du Kv étant
indépendante de la nature de la formulation, Nail (2010), préconise dans le but d’effectuer des
¢conomies - prix €levés des PA - de déterminer expérimentalement la valeur du Kv en
remplissant les flacons avec seulement du solvant (absence de PA et d’excipients) a une
hauteur de remplissage du flacon de 1cm. Dans cette configuration - absence de couche séche
- 'interface de sublimation est libre et la résistance au travers la couche seéche, notée Rp, est
inexistante. La détermination de la valeur du Kv pour un essai type s’est déroulée de la
manicre suivante. Dans un premiers temps, un lot de 30 flacons a été rempli chacun avec 1g
de solution a la composition eutectique A, et, ensuite congelé en suivant le mode opératoire
décrit précédemment. La masse d’un des flacons est pesée en continu par la microbalance
Christ, permettant ainsi de suivre 1’évolution de la perte de masse en fonction du temps,
pendant 1’étape de sublimation. Cette perte de masse correspond a la masse de solvant
sublimé. Le tracé de la courbe représentant la masse d’eutectique A sublimé en fonction du

temps permet d’en déduire une valeur moyenne du débit massique de sublimation m pour une

température d’étagere et une pression de chambre fixées (cf figure 3.25). Cette valeur de m
correspond a la valeur du coefficient directeur (pente) de la partie de la courbe qui correspond
a une droite décroissante.
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Figure 3.25 : Détermination de la vitesse moyenne de sublimation du solvant (TBA + eau ;
composition de I'eutectique A) par utilisation de la microbalance Christ, pour T.per = 10°C
et P, = 6 Pa. Flacon verre 4mL.

Sur deux autres flacons, a I’extérieur et au fond de ceux-ci, des thermocouples qui permettent
de suivre la variation de la température du produit (Tb) en fonction du temps ont été placées.
Sur la figure 3.26 sont reportés les températures Tb mesurées pendant les étapes de
congélation et de sublimation de I’eutectique A, pour une température d’étagére et une
pression totale fixées respectivement a 10°C et 6 Pa. On observe sur la figure 3.26, la
présence d’un palier de température du produit, a Tb =-35,5°C. L’existence d’un tel palier
indique que le systéme a atteint un état quasi-stationnaire, ce qui signifie que toute 1’énergie
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fournie au produit est consommeée par la sublimation du solvant. A 1’état quasi-stationnaire la
valeur du débit massique moyen de sublimation est constante. La fin du palier de température
du produit marque la fin de I’étape de sublimation qui correspond a un réchauffement du
produit et qui se traduit par une augmentation rapide de la température Tb dont la valeur
atteint puis se stabilise a la température de 1’étagere.
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Figure 3.26 : Suivi en ligne de la température du produit mesurée au fond de flacon
(Tshelf = 10°C et Pc =6 Pa). Flacon verre 4mL.

Les valeurs du débit massique moyen de sublimation (m) et de la température du produit Tb

mesurées pendant I’étape de sublimation a 1’état quasi-stationnaire ont été utilisées pour
calculer la valeur du coefficient global de transfert de chaleur externe, Kv (W/ m” K) & partir
de I’équation 3-2 ci dessous :

K, = (m.AH ) (AT, —T,) Eq (3-2)

ou la valeur de la section du flacon calculée a partir du diamétre externe est égale a
A, =2,01-10"m’et la valeur de I’enthalpiec de sublimation de I’eutectique A est égale a

AHs =2352kJ/kg. 11 en résulte alors, pour une température d’étagére de 10°C et une
pression totale de la chambre de 6 Pa, une valeur de Kv égale a 20,44 W/ m” K.
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En suivant cette méthodologie, nous avons mesuré¢ les débits massiques de sublimation

(n°1) et la température du produit (Tb) pendant I’étape de sublimation a 1’état quasi-
stationnaire, pour 4 températures d’étageres différentes, c'est-a-dire 0°C, 10°C, 20°C et 30°C
aux pressions totales de la chambre de lyophilisation respectivement égales a 6Pa, 15Pa,
20Pa, 30Pa et 50Pa. Les valeurs des débits massiques de sublimation pour un seul flacon avec
une formulation correspondant a I’eutectique A mesurées a 1’état quasi-stationnaire pour ces
différents essais sont reportées sur la figure 3.27 ci-dessous :
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Figure 3.27 : Débit massique de sublimation mesuré par la microbalance Christ pour
differentes conditions opératoires (Tshelf et Pc). Flacon verre 4mL.

D’apres la figure 3.27, on observe que la valeur du débit massique de sublimation m
augmente avec la température des étageres. Cette tendance semble se vérifier lorsque 1’on
augmente la pression totale de la chambre (Pc) de 6 Pa a 30 Pa. Par contre, on observe que

pour des pressions de la chambre supérieure a 30 Pa la valeur de m atteint un palier quelle
que soit la température de 1’étagere. Ceci peut s’expliquer par le fait que, I’influence positive
de I’augmentation de la pression de la chambre sur le transfert de chaleur et, par conséquent,

sur la valeur de m est minimisé par I’influence négative résultant de 1’augmentation de Pc sur
le transfert de masse du fait d’une diminution de la forme motrice (Py - P.) pour le transfert de
masse de la vapeur de solvant.

Les valeurs de la température du produit (Tb) mesurées a 1’état quasi-stationnaire sont

reportées figure 3.28. On observe que Tb augmente simultanément avec la température des
étageres et la pression totale de la chambre de lyophilisation.
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Figure 3.28 : Variation de la température du produit (eutectique A) congelé en fonction
des parametres opératoires (Tqeir €L P.). Flacon verre 4mL.

Puis nous avons calculé les valeurs du coefficient global de transfert de chaleur externe (Kv),
a partir de 1I’équation 3-2. Les valeurs de Kv pour ces différentes conditions opératoires sont
reportées figure 3.29.
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Figure 3.29 : Détermination expérimentale du coefficient global de transfert de chaleur,
Kv pour différentes conditions opératoires (Tshelf, Pc). Flacon verre 4mL.
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D’apres la figure 3.29, on observe que pour une valeur de la température d’étagere
constante, la valeur du Kv augmente avec la pression totale de la chambre de lyophilisation.
Comme expliqué au paragraphe 3.6.2, cette augmentation de la valeur de Kv en fonction de la
pression de la chambre est due a I’augmentation du transfert de chaleur par conduction a
travers la couche de gaz située entre le fond bombé du flacon et 1’étageére et aussi, dans une
moindre mesure, a ’augmentation du transfert de chaleur par convection naturelle entre
I’ambiance et les parois du flacon. Pour une température d’étagere allant de 10°C a 30°C, on
observe, pour une méme valeur de la pression totale de la chambre de lyophilisation une
augmentation légeére de la valeur de Kv en fonction de la température. Dans ce cas aussi,
I’augmentation de la valeur de Kv s’explique par I’augmentation du coefficient de transfert de
chaleur par conduction a travers la couche de gaz présente entre 1’étagere et le flacon. En effet
la conductivité thermique des gaz, aux trés basses pressions, augmente linéairement avec la
température. Par contre, pour une température d’étagere égale a 0°C, nous observons que les
valeurs du Kv sont égales voire plus grandes que les valeurs du Kv obtenues pour les
températures d’étagere égales a 10°C, 20°C et 30°C. Ces valeurs élevées de Kv s’expliquent
par le fait qu’aux basses températures, Tshelf < 0°C, le transfert de chaleur par rayonnement
devient de plus en plus important ce qui entraine une forte augmentation des valeurs de Kv
aux trés basses températures due a la composante radiative.

3.6.3.2  Détermination des valeurs de la résistance normalisée de la vapeur de solvant a

A

travers la couche séche (R, ).

Au paragraphe précédent, les valeurs du débit massique de sublimation de I’eutectique A
(20% TBA + 80% eau) ont été déterminées pour une solution d’eutectique A sans PA ni
excipients, et, par conséquent sans la présence d’une couche seéche microporeuse. Or,
I’existence de la couche séche, en général, a pour conséquence une diminution de la valeur du
débit massique de sublimation due a la résistance que rencontre la vapeur de solvant a travers
cette couche seéche. Les valeurs des débits de sublimation qui doivent étre portées dans le
Design Space sont les valeurs pour les formulations réelles qui prennent en compte la
limitation du transfert de la vapeur de solvant a travers la couche seéche microporeuse. De ce
fait, Nail a (2010) suggéré, pour chaque température d’étagere, c'est-a-dire, 0°C, 10°C, 20°C
et 30°C et une pression de chambre choisie aléatoirement, d’effectuer un essai de sublimation
en remplissant cette fois les flacons avec 1g de formulation d’ibuproféne a base de co-solvant
organique. Ainsi, le débit massique de sublimation déterminé par pesée successives en
utilisant la microbalance Christ sera un débit plus réaliste qui est limité éventuellement par le
transfert de masse de la vapeur de solvant a travers la couche séche microporeuse. La figure
3.30 représente le débit massique de sublimation de la formulation d’ibuproféne mesuré par la
microbalance Christ pour les conditions opératoires suivantes : Tge;r =30°C et Pc = 6Pa. 1l en
résulte, dans ces conditions opératoires, une valeur du débit massique de sublimation (n.a)

égale a 8,70-10°kg/s. Cette valeur est bien évidlemment inférieure a la valeur de m

déterminée dans les mémes conditions opératoires et pour une solution d’eutectique A pure, a

savoir m = 9,86-10 kg /s .
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Figure 3.30 : Variation de la masse totale d’un flacon rempli de la formulation organique
d’ibuprofene ; utilisation de la microbalance Christ. T,y = 30°C et P. = 6 Pa. Flacon verre
4mL

En suivant le méme mode opératoire qu’au paragraphe précédent, la température du produit
au fond du flacon a aussi été mesurée. Les résultats portés sur la figure 3.31, montrent une
température du produit mesurée a I’état quasi-stationnaire de 1’ordre de -23°C. La valeur de
cette température est de 10°C supérieure a la valeur du produit Tb mesurée pour une solution
d’eutectique A pur.
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Figure 3.31 : Suivi en ligne de la température du produit mesurée au fond de flacon
(Tshelf = 30°C et Pc =6 Pa). Flacon verre 4mL.
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Apres détermination expérimentale des valeurs du débit massique de sublimation et de la

A

température du produit Tb, la valeur de R, est calculée a partir de I’équation 3-3 ci-dessous :

R, = AP, ~P)/m Eq (3-3)

ou Ag, représente la surface de sublimation d’un flacon supposée égale a la surface de la
section droite interne de ce dernier et égale & A, =1,76-10"*m* (flacon verre 4mL), P,

représente la pression de la vapeur d’équilibre de I’eutectique A au front de sublimation
calculée par la relation de Clapeyron déterminée expérimentalement au laboratoire (cf. §

3.4.3), a savoirln P, :ﬂ+27,909, (P, en Pascal et Tb en Kelvin) Ainsi, pour une

b

température d’étagere de 30°C et une pression de la chambre de 6 Pa, il en résulte une valeur

de la résistance R, = 2,71-10° Pa.m® s/ kg.

A

La valeur de R, dépend de la morphologie des pores (taille et forme) de la couche séche et

donc, indirectement, de la morphologie des cristaux de solvant formés pendant I’étape de
congélation. Or, tous nos essais réalises pour la construction du Design Space ont subi le

méme protocole de congélation et, par conséquent, la valeur de R, , pour une temperature
d’étagere fixée reste inchangée avec la variation de la pression de la chambre de
lyophilisation. Ainsi, il est alors possible d’en déduire la valeur de la température du produit
Tb, pour Tshelf = 30°C, et les valeurs de Pc égales a 15 Pa, 20 Pa, 30 Pa et 50 Pa en résolvant
par itération successives, a I’aide du logiciel Matlab, 1’équation itérative suivante en adoptant
I’hypotheése de 1’état quasi stationnaire au palier du profil de température représenté sur la
figure 3.31.

AH A, (exp(—=5745,9/ T, +27,909) — Pc)

=K, A, (Tshe[f —1Tb) Eq (3-4)
R

P

Les valeurs de Kv nécessaires aux calculs sont celles déterminées au paragraphe 3.6.3.1.
Le programme Matlab nécessaire a la résolution de 1’équation 3-4 est donné en I’annexe 5.
Les valeurs de Tb ainsi calculées sont reportées sur la figure 3.32. Sur cette méme figure, a
titre de comparaison, sont aussi reportées les valeurs de Tb mesurées pour la solution
d’eutectique A pure sans la présence du principe actif. On observe sur la figure 3.32 que les
valeurs de Tb obtenues pour la formulation avec principe actif sont supérieures de 10°C par
rapport aux valeurs de Tb obtenues sans la présence du principe actif. Les valeurs de Tb
déterminées par 1’équation 3-4 ont été utilisées pour calculer le débit massique de sublimation
réel qui tient compte de la limitation au transfert de la vapeur du solvant a travers la couche
séche, en utilisant I’équation 3-5 ci-dessous :

m=K,A,(T,,, —T,)/AH, Eq (3-5)
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Les valeurs du débit massique de sublimation de la formulation avec principe actif sont

tracées sur la figure 3.33 et comparées aux valeurs de m obtenues sans principe actif.
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Figure 3.32 : Températures du produit (T,). Formulation a base organique avec principe
actif (x), sans principe actif ();Tshelf = 30°C. Flacon verre 4mlL.
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Figure 3.33 : Débit massique de sublimation de la formulation a base organique avec (x),
et sans () principe actif. Tshelf = 30°C ; Flacon verre 4mL.

La figure 3.33 met en évidence que pour la méme température d’étagere, a savoir Tgpeir =

.
30°C, les valeurs de m obtenues pour la formulation avec principe actif sont inférieures aux

valeurs de m obtenues sans principe actif. Cette tendance s’explique facilement par

I’apparition d’une résistance au transfert de matiére de la vapeur de solvant lors de son

passage a travers la couche séche microporeuse située au-dessus du front de sublimation.
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Cependant, on n’observe, au maximum, qu’un écart de 10% entre les valeurs de m obtenues
sans principe active et celles obtenues avec principe actif. Ce qui laisse supposer que le
transfert de chaleur est majoritairement limitant. En suivant cette méthodologie nous avons
déterminé expérimentalement les valeurs de Rp dans les conditions opératoires
suivantes regroupées dans le tableau 3.3 ci-dessous:

fﬁ“ce')f (PZC) R, (Pam’s/kg)
0 20 2,17-10°
10 6 1,99-10°
20 6 2,62-10°
30 6 2,71-10°

Tableau 3.3 : Valeurs de la résistance au transfert de matiére, Rp, pour différentes
conditions de sublimation, Ty et Pc. Flacon verre 4mL.

A

Les valeurs de R, ont ensuite été utilisées pour calculer les valeurs de la température du
produit Tb par I’équation 3-4 et puis celles du débit massique de sublimation avec 1’équation
3-5. Ces valeurs de m ainsi calculées ont ensuite été reportées sur la figure 3.34 ci-dessous

qui constitue la base du Design Space de 1’étape de sublimation du procédé de lyophilisation
de la formulation organique réelle d’ibuproféne.
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Figure 3.34 : Variation du débit massique de sublimation du solvant pour un flacon rempli
de la formulation d’ibuproféne a base de co-solvant organique (eutectique A) en fonction
de Tsor €t Pc. Flacon verre 4mL.

126



3.6.3.3 Tracé des isothermes du produit Ty,

La construction du Design Space se poursuit par le tracé des isothermes du produit Ty= cte.
Pour cela, on a choisi arbitrairement, pour une température d’étagere donnée, une valeur de Ty,
et une valeur de Pc. Puis, on a déterminé la valeur du débit massique de sublimation en
utilisant 1’équation 3-6 ci-dessous :

* A -5745,9/T, +27,909) — P.
m = S(e)q)( s - b + H ) c) Eq (3-6)

R

p
Chaque isotherme Tb=constante étant une droite, seuls deux points de calcul suffisent pour
effectuer son tracé. La figure 3.35 représente le Design Space de 1’étape de sublimation de
I’eutectique A complété par les isothermes de température du produit, Ty, = constante.
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Figure 3.35 : Variation du débit massique de sublimation du solvant pour un flacon rempli
de la formulation d’ibuproféne a base de co-solvant organique (eutectique A) et de la
température du produit notée Tb en fonction de T,.r et Pc. Flacon verre 4mL.

A ce stade de la construction, on constate que le Design Space décrit parfaitement la
dynamique de I’étape de sublimation. Ce graphe en deux dimensions renseigne bien sur les
valeurs des cinétiques de sublimation et la sur température moyenne du produit pour
différentes conditions opératoires (Tgeiret Pc).
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3.6.3.4  Finalisation du Design Space : introduction des attributs critiques de qualité CQA
(Critical Quality Attributes).

La finalisation du Design Space se poursuit par ’introduction des limites qui vont assurer la
bonne qualité finale du lyophilisat. Dans le cas du procédé de lyophilisation de 1’ibuproféne
formulé¢ a base de co-solvant organique, la limite due a 1’équipement n’est pas a considérer.
En effet, la quantité de solvant sublimé dans notre lyophilisateur pilote SMH 45 est tres faible
- sublimation de 30 flacons- de sorte que I’on n’atteindra jamais le point d’engorgement de
I’écoulement de la vapeur de solvant a D’'intérieur du tube qui relie la chambre de
lyophilisation au condenseur. Ainsi, les limites a prendre en considération dans le Design
Space sont les propriétés du produit et notamment, dans ce cas précis, les propriétés
thermodynamiques de celui-ci. On a observé au paragraphe 3.4.4 que les températures des
¢tageres doivent étre réglées de fagon a ce que le produit ne dépasse jamais la température de
fusion (T,,) de la phase cristalline (eutectique A) et la température de transition vitreuse (T°g)
de la phase cryoconcentrée. Il faut donc prendre en compte ces limites et porter sur le Design
Space les deux isothermes correspondantes. Ces deux isothermes, notées Ty, et T’g, reportées
sur la figure 3.36 ci-dessous font apparaitre finalement une zone dite de sécurité a I’intérieur
de laquelle tout changement de valeurs des parameétres opératoires principaux de sublimation
(Tsheiret Pc) n’altérera pas la qualité finale requise par le lyophilisat.
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2 2g80E07 {10 1LE —--\\\
é S — —_—
i 'f 2,40E07 -
o)
2
g 200B07 13y _ 450 Zone de Sécurité
'e - e
; - e, — b e Ts'le": 3ooc
o 180E-07 - - —
g ﬂTshell = 20°C
g 1.20E07 The= ?O~L ‘ — Tshelf = 10°C
E Tba -2/‘ , —
= — < Tshelf=0°C
= 8.00E-08 A *
C‘ 22— — .
4,00E-08 " T v g > b
0 10 20 30 40 50 60
Pc (Pa)

Figure 3.36 : Design Space de sublimation d’une formulation d’ibuproféne a base de co-
solvant organiques (TBA + eau : composition eutectique A). Flacon verre 4mL.
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3.6.4. Comparaison des cinétiques de sublimation de la formulation a base aqueuse et de
la formulation a base organique.

En se basant sur le Design Space de 1’étape de sublimation de la formulation d’ibuproféne
a base organique (cf figure 3.36), nous avons comparé les cinétiques de sublimation de la
formulation a base aqueuse avec celles de la formulation a base organique. Pour ce faire, nous
avons pris [’hypothése que pour les mémes conditions opératoires (Tsherr €t Pc) fixées, donc,
pour la méme quantité d’énergie fournie au flacon, 1’état quasi-stationnaire pour les deux
formulations, a base organique et aqueuse, est atteint pour une méme température de produit
Ty=constante. Cette hypothése a été adoptée, car comme démontré au paragraphe 1.3.2.4b, la
température du produit T}, = constante est la résultante du transfert de chaleur par conduction
a ’intérieur du produit a travers la couche séche et la couche congelée. Ce transfert de chaleur
par conduction est décrit par la loi de Fourier et il est directement dépendant de la valeur de la
conductivité thermique, notée A, de la couche seche et de la couche congelée. En ce qui
concerne la conduction a travers la couche seche, la valeur de la conductivité thermique des
deux formulations, a base aqueuse et a base organique, est supposé similaire car le produit sec
est le méme. Donc, dans ce cas, on suppose que la valeur de la température du produit Ty,
mesurée au fond du flacon dépendra du transfert de chaleur a travers la couche congelée.
Ainsi, I’hypothése qui est a prendre en compte pour que Ty org = Thaq = constante est que les
valeurs de la conductivité thermique de la couche congelée des deux formulations, aqueuse et
organique soient sensiblement égales. On suppose ainsi que la faible quantit¢ de TBA (20%
massique) utilisée dans la formulation organique impacte trés peu sur la valeur de la
conductivité thermique de la couche congelée.

La zone de comparaison du Design Space doit étre une zone dans laquelle la température
Ty des deux formulations ne doit pas dépasser la température critique. La température critique
de la formulation a base aqueuse qui ne doit pas étre dépassée lors de 1’étape de sublimation
est la température de transition vitreuse, T’y.q. Cette température a été déterminée
expérimentalement au paragraphe 3.4.1 et sa valeur trouvée égale a T’ ,q = -26,4°C. Avant de
reporter cette limite sur le Design Space présenté sur la figure 3.36, il est nécessaire de
vérifier ’hypothése énoncée précédemment. Pour cela, les formulations d’ibuproféne a base
aqueuse et a base organique ont été sublimées dans les mémes conditions opératoires, a savoir
Tsneir = 0°C et P, = 6 Pa. Dans ces conditions, la température du produit au fond du flacon,
pour les deux formulations, a été mesurée en utilisant les thermocouples de type K disposés
dans la chambre de lyophilisation. Le résultat de ces mesures est reporté sur la figure 3.37. On
observe sur cette figure que les valeurs de la température T, mesurées pour la formulation a
base organique et a base aqueuse correspondent au méme un plateau a Ty=-28°C = constante.
Ce qui vérifie I’hypothése que, pour les deux formulations étudiées, a 1’état quasi-stationnaire
Th,ore €St sensiblement égale a Ty, oq. Sur cette méme figure, on observe que la fin de 1’étape de
sublimation - qui correspond a I1’augmentation de la température T, pour tendre
progressivement vers la valeur de la température de I’étagére Tger - de la formulation
organique est atteinte au bout de 5,72 heures de sublimation alors que I’étape de sublimation
de la formulation aqueuse dure 9,85 heures. La durée de 1’étape de sublimation de la
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formulation organique est donc 1,7 fois plus courte que la durée de 1’étape de sublimation de
la formulation a base aqueuse.

- CONGELATION SUBLIMATION
Tshelf=0°C If,r-_,::bv—
0 - ==
' |
A0 f Th organque / [ ﬂ’
= = é_,/
> e —
-30 r! fin de
A0 sublimation
5 = débutde
= o0 'L sublimation
60 T — T« 011{19}1.?91u___
-0
& | Pc=6Pa~ |
a0 hmmm
100
aaaHa0 Q0EHOZ 11 2H05 M aH07

temps (heures)

Figure 3.37 : Suivi en ligne de la température Th mesurée au fond de flacon pour la
formulation a base organique et a base aqueuse pendant |I'étape de sublimation.
Tsheir = 0°C et P. = 6 Pa. Flacon verre 4mL.

I1 en résulte une réduction de 4 heures de la durée de 1’étape de sublimation ce qui va avoir
pour conséquence des économies d’énergie certaines. Sur la figure 3.37, on peut observer
aussi que pour des conditions opératoires fixées a Tqpeir = 0°C et P, = 6 Pa, la valeur de Ty, = -
28°C mesurée est tres proche de la valeur de la température critique T’y oq = - 26,4°C. On se
trouve ainsi dans ces conditions opératoires a la limite de la température critique T’g que la
formulation a base aqueuse ne doit pas dépasser pendant 1’étape de sublimation. De ce fait, la
zone de comparaison des cinétiques de sublimation dans le Design Space ainsi tracé (cf figure
3.36), de la formulation a base organique et de la formulation a base aqueuse est limitée a des
conditions opératoires telles que Tgheir < 0°C et 6 Pa < Pc < 50 Pa. Nous avons de ce fait
effectué une deuxiéme étude comparative des cinétiques de sublimation des deux
formulations étudiées pour les conditions opératoires suivantes, Tgeir = -5°C et P, = 6 Pa. Les
valeurs des températures T, mesurées au fond du flacon pour les deux formulations sont
reportées sur la figure 3.38. On observe, dans ce cas aussi, qu’a 1’état quasi stationnaire, la
température Ty, de la formulation organique est égale a la température Ty, de la formulation
aqueuse. De méme, la durée de I’étape de sublimation de la formulation organique, to, = 6,1
heures, est 1,62 fois plus faible que la durée de 1’étape de sublimation de la formulation
aqueuse, taq = 9,9 heures. Ce qui confirme bien que, pour les mémes conditions opératoires,
Tsheir €t Pe, les cinétiques de sublimation de la formulation a base organique sont accélérées
par rapport aux cinétiques de sublimation de la formulation a base aqueuse. Cette accélération
des cinétiques de sublimation de la formulation a base organique s’explique essentiellement
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par le fait que pour une méme température de front de sublimation — température
sensiblement égale a Ty, — la valeur des pressions de sublimation de I’eutectique A est 1,8 fois
plus élevée que la valeur des pressions de sublimation de la glace (cf paragraphe 3.4.3). De
plus cette accélération de la cinétique de sublimation est aussi due au fait que 1’enthalpie de
sublimation de la formulation a base organique est plus faible; rappelons que cette
formulation présente des tailles moyennes de pores de la couche seche plus élevées que la
formulation a base aqueuse, ce qui a pour conséquence de diminuer la résistance au transfert
de masse de la vapeur de solvant a travers la couche séche microporeuse.
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Figure 3.38 : Suivi en ligne de la température T, mesurée au fond de flacon pour la
formulation a base organique et a base aqueuse pendant I'étape de sublimation.
Tsherr = -5°C et P. = 6 Pa. Flacon verre 4mL.

On peut donc en conclure, que la formulation d’ibuproféne a base organique conduit a des
cinétiques de sublimation plus rapides et, par conséquent, a des temps de sublimation plus

faibles comparés a la formulation a base aqueuse, pour les mémes conditions opératoires de
I’étape de sublimation.

3.7 Etude de la dessiccation secondaire : Désorption.

La dessiccation secondaire ou désorption est I’étape qui permet d’éliminer le solvant non
cristallisé et li¢é a la matrice seche. Comme pour I’étape de sublimation, les parametres
opératoires clefs de 1’étape de désorption sont la température des étageres et a un degré
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moindre, la pression de la chambre de lyophilisation. Celles-ci doivent étre fixées de telle
sorte que la température du produit Ty, ne dépasse jamais la température de transition vitreuse
du lyophilisat obtenu a la fin de I’étape sublimation, notée T,. La durée de 1’étape de
désorption, pour une quantité de formulation d’API égale a 1g, dépasse rarement les 4h. Ceci
s’explique par le fait que les valeurs de T, qui augmentent avec 1’élimination du solvant,
permettent de fixer les températurse d’étagere a des valeurs tres élevées qui peuvent atteindre
parfois 40°C. Afin de fixer correctement la température de 1’étagere qui permettra, au final,
d’obtenir un lyophilisat non collapsé, il faut tout d’abord s’assurer que, dans la plage de
température allant de 30°C a 40°C habituellement utilisée en désorption, le lyophilisat
présente une température T, inférieur a T, Pour cela des tests de DSC ont été réalisés dans
cette plage de température, a savoir de 30°C a 40°C afin de vérifier si, dans cette plage de
température, les deux lyophilisats présentent ou pas une transition vitreuse. Les résultats de
ces essais de DSC obtenus pour les lyophilisat formulés a partir d’une formulation a base
aqueuse et d’une formulation a base organique sont respectivement présentées fig.3.39 a et
3.390.
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Figure 3.39 : Thermogrammes de chauffe du lyophilisat : (a) a base aqueuse ;(b) a base
organique. DSC standard a la vitesse de 3°C/min. Sublimation a Tshelf =-5°C et Pc = 6Pa.

On observe sur les figures 3.39 a et 3.39 b qu’aucun phénoméne de transition thermique n’est
observe et qu’il y a, dans la plage étudiée, absence de transition vitreuse. Ainsi, en s’appuyant
sur ces résultats, nous avons mené 1’étape de désorption en fixant la température de 1’étagere a
une valeur maximale de 40°C et la pression de la chambre a 6 Pa. A titre d’exemple, on
présente sur la figure 3.40 le cycle de lyophilisation complet mené dans les conditions
opératoires suivantes : congélation avec une vitesse de 1°C/min jusqu’a -45°C, sublimation a
Tshetr = -5°C et P, = 6 Pa, désorption a Tgheir = 40°C et P, = 6 Pa. On observe sur cette figure
que contrairement a 1’étape de sublimation pendant laquelle les températures du produit et de
I’étagere sont différentes a 1’état quasi-stationnaire, au cours de I’étape de désorption la
température du produit suit continuellement la valeur de la température de 1’étagere. Cela veut
dire que la fin de I’étape de dessiccation secondaire ne peut étre déduite par le suivi en ligne
de la température du produit. En effet I’optimisation de la durée de 1’étape de sublimation est
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dépendante de la quantité résiduelle de solvant en fin de cycle qui doit étre inférieure aux
normes en vigueur. La durée de 1’étape de dessiccation secondaire présentée sur la figure 3.40
a ¢été fixée arbitrairement ¢gale 4 heures. Les valeurs des taux résiduels et des autres
parametres assurant les bonnes propriétés d’usage requises du lyophilisat final seront
présentés au paragraphe 3.7 suivant.
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Figure 3.40 : Suivi en ligne de la température T, mesurée au fond de flacon pour la
formulation a base organique et a base aqueuse pendant le cycle de lyophilisation.
Congélation : 1°C/min jusqu'a -45°C, Sublimation : Ty.r = -5°C et P.= 6 Pa,
Désorption : Tyer = 40°C et P, = 6 Pa. Flacon verre 4mL.

3.8 Caractérisation du lyophilisat final et étude des critéres de qualité

L’étape de désorption finalise le cycle de lyophilisation et doit conduire a un produit final
sec qui respecte un certains nombre de critéres de qualité qui assurent les bonnes propriétées
d’usage du produit sec final. Ces critéres sont a transcrire dans le cahier des charges et ils
peuvent étre considérés comme plus au moins importants selon le point de vue. En effet, on
distingue deux catégories de critéres de qualité du produit final. Le premier critére est lié¢ a
son aspect visuel pour lequel le service marketing définit une couleur requise du lyophilisat
final. L autre catégorie de criteres de qualité est liée aux normes en vigueur définies par la
pharmacopée. Ainsi, le lyophilisat final doit avoir une réhydratation immédiate et surtout
présenter des taux de solvants résiduels inférieurs aux normes en vigueur. Dans ce paragraphe
nous présentons donc les résultats de 1’étude de caractérisation de ces principaux criteres de
qualité du lyophilisat sec final ainsi que les différentes méthodes et techniques utilisées.

133



3.8.1. Aspect visuel des lyophilisats.

3.8.1.1 Echelle macroscopique.

Comme mis en évidence au paragraphe 3.4.3, les lyophilisats obtenus a partir des
formulations a base organique et a base aqueuse présentent a 1’échelle macroscopique un
aspect visuel différent (cf. figure 4.41.). 1l est a noter qu'un des criteres visuels que doit
respecter le lyophilisat final est 1’absence de collapse. Ce critere indique que le cycle de
lyophilisation a été optimisé de fagon correcte et qu’aucun des attributs critiques de qualité
prédéfini pour les différentes étapes du procédé de lyophilisation n’a été dépassé.

Figure 3.41 : Lyophilisat final : (a) a base organique ; (b) a base aqueuse.
Congélation : 1°C/min jusqu’a -45°C, Sublimation : Ts,er = 0°C et P, = 6 Pa,
Désorption : Ty, = 40°C et P. = 6 Pa. Flacon verre 4mlL.

3.8.1.2  Echelle microscopique : caractérisation des lyophilisats par MEB (microscopie
électronique a balayage).

La microscopie électronique a balayage (MEB ou « Scanning Electron Microscopy »
SEM) est une puissante technique d’observation de la topographie des surfaces. Elle est
fondée principalement sur la détection des électrons secondaires émis par cette surface sous
I’impact d’un trés fin pinceau d’¢lectrons primaires qui balaye la surface observée; elle
permet d’obtenir des images avec un pouvoir séparateur souvent inférieur a 5 nm et une
grande profondeur de champ [Paqueton et Ruste 2010]. Elle utilise, en complément, les autres
interactions des €lectrons primaires avec 1’échantillon : émergence des €lectrons rétrodiffusés,
absorption des électrons primaires, ainsi que 1’émission de photons X et parfois celle de
photons proches du visible. Chacune de ces interactions est souvent significative de la
topographie et/ou de la composition de la surface. L’ instrument permet de former un pinceau
quasi parallele, tres fin (jusqu’a quelques nanometres), d’électrons fortement accélérés par des
tensions réglables de 0,1 a 30 kV, de le focaliser sur la zone a examiner et de la balayer
progressivement. Des détecteurs d’électrons appropriés et spécifiques (secondaires,
rétrodiffusés, parfois absorbés...), complétés par des détecteurs de photons, permettent de
recueillir des signaux significatifs lors du balayage de la surface et d’en former diverses
images significatives.
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Nous avons ¢tudié la topographie de 1’ibuproféne et de 1’arginine pure, ainsi que celle des
lyophilisats finaux correspondant a des formulations a base aqueuse et a base organique. Ces
essais ont été effectués en utilisant un MEB Environnementale fourni par JOEL JCM-5000
Neoscope dont le schéma de principe est présenté sur la figure 3.42 ci-dessous.
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Figure 3.42 : Schéma de principe du MEB four}ri par JOEL JCM-5000 [Paqueton et Ruste
2010].

Une faible quantité de produit est déposée sur un film adhésif en carbone double face qui
est lut méme collé a un support cylindrique métallique. Le voltage utilis€¢ pour accélérer les
¢lectrons était de 10 kV. Le MEB JMC-5000 permet un réglage manuel du zoom, de la
luminosité et du contraste. Afin que I’image prise soit la plus nette possible, ces parametres de
réglage sont a régler minutieusement. Malgré cela, nous n’avons pas pu éviter I’apparition de
taches blanches lors de la capture de 1’image, car pour des raisons d’économies et de temps la
surface de 1’échantillon n’a pas pue étre métallisée avec une couche mince en or. La série de
photographies de la figure 3.43 présente les images obtenues par MEB respectivement pour le
principe actif d’ibuproféne pur (fig.3.43 a), pour l’arginine pure (fig.3.43 b), pour le
lyophilisat final formulé a base aqueuse (fig.3.43 c) et pour le lyophilisat final formulé a base
de co-solvant organique (fig.3.43. d). Cette étude topographique confirme les aspects visuels
différents du lyophilisat aqueux et du lyophilisat organique. Ces aspects différents sont
accentués par les différences de morphologie des pores que présentent les deux lyophilisats.
En effet le lyophilisat aqueux (cf. figure 3.43 c) présente des pores de forme sphériques alors
que le lyophilisat organique (cf. figure 43.d) présente des pores dont la morphologie
s’identifie facilement a des dendrites.
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Figure 3.43 : Images obtenues par MEB JOEL JCM-5000 de : (a) Iibuproféne pur;
(b) l'arginine pure; (c) du lyophilisat aqueux et (d) du lyophilisat organique.

3.8.2. Caractérisation du lyophilisat final par DRX.

La Diffraction des rayons X a été utilisée pour caractériser les produits purs et les deux
lyophilisats finaux obtenus respectivement a partir des formulations a base organique et a
base aqueuse. Les diffractogrammes nous renseignent sur la présence d’un réseau cristallin ou
pas. On a pu ainsi vérifier I’amorphisation compléte des deux lyophilisats.

3.8.2.1  Principe de la DRX.

Le principe fondamental de la DRX est la mesure de I’intensité des rayons X diffractés par
la poudre ou le cristal pour un angle incident 6 donné. Une cellule émet un faisceau de rayons
X monochromatiques et paralleles en direction de I’échantillon, comme indiqué sur la figure
3.44. Les rayons sont diffractés d’un angle 20 par rapport a ’incidence. Les particules de
I’échantillon étant réparties aléatoirement, il est possible de voir tous les plans simultanément
pour un angle d’incidence donné. Le détecteur reléve les intensités de diffraction pour une
série d’angles 20 et on obtient le diffractogramme caractéristique de I’échantillon étudié.
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faisceau de rayons X

Figure 3.44 : Principe de la diffraction des rayons X

Dans le cas d’un cristal unique il est possible d’obtenir les orientations des plans cristallins
en utilisant la Loi de Bragg, corrélation entre 1’angle de diffraction 0, la longueur d’onde A et
la distance entre deux plans parall¢les d :

n =2d sin(6) Eq (3-6)

3.8.2.2  Méthodologie des mesures par DRX et résultats.

Les diffractogrammes de 1’ibuproféne solide, de 1’arginine solide, du lyophilisat final
d’ibuprofeéne formulé a base du co-solvant organique avec 20% TBA + 80% (% massique)
eau et de I’ibuprofene formulé a base aqueuse ont été effectués au centre de diffractométrie
Henri Longchambon (Université Claude Bernard Lyon 1, Villeurbanne). L’appareil utilisé est
un diffractomeétre BRUCKER D8 ADVANCE équipé d’un goniométre a géométrie Bragg-
Brentano utilisant le rayonnement Ko d’une anticathode de cuivre (de longueur d’onde 1,54
A) ; I’alimentation du tube est la suivante : 33 kV et 45 mA. Les intensités sont mesurées pour
des valeurs de I’angle 20 de 4,5° a 30° avec une vitesse de balayage de 10°/min avec une
ouverture de 3° sur PSD (Position Sensitive Detector). Les échantillons sont étalés sur des
supports neutres a fond plat pour poudres. Les diffractogrammes obtenus sont dépouillés
grace au logiciel DIFFRAC — PLUS et reportés sur la figure 3.45 ci-dessous :
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Figure 3.45 : Diffractogrammes de : (a) I'arginine pure ;(b) l'ibuproféne pure ;(c) du
lyophilisat final a base aqueuse et (d) du lyophilisat final a base organique.

On observe sur cette figure une amorphisation compléete des lyophilisats obtenus a partir de
la formulation a base organique et a base aqueuse en raison de 1’absence de pics sur les
diffractogrammes de DRX. De plus, les diffractogrammes du lyophilisat a base organique et
du lyophilisat a base aqueuse sont identiques ce qui conduit pour les deux lyophilisats a une
biodisponibilité identique malgré leur apparence visuelle différente.

3.8.3. Caractérisation thermodynamique du lyophilisat final par DSC.

La caractérisation thermodynamique des lyophilisats obtenus a partir des deux types de
formulation, a base aqueuse et a base organique, a été effectuée par DSC. Cette caractérisation
a consisté, dans un premier temps, a vérifier si, pour une température de stockage inférieure a
50°C, le lyophilisat subit un changement de phase et/ou une dégradation. Ensuite, cette
caractérisation a été aussi étendue a des températures supérieures a 50°C afin de détecter une
¢ventuelle transition de phase comme une cristallisation ou une fusion.
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3.8.3.1 Caractérisation thermodynamique du lyophilisat correspondant a la formulation a
base aqueuse.

Le lyophilisat final correspondant a la formulation a base aqueuse a été obtenu a I’aide du
cycle de lyophilisation suivant : congélation a 1°C/min jusqu’a -45°C; sublimation a Tgper =
0°C et P, = 6 Pa, désorption a Tger = 40°C et P, = 6 Pa. La figure 3.46 présente
respectivement le thermogramme de chauffe obtenu par DSC standard (cf. figure 3.46 a), une
photo du lyophilisat aqueux chauffé dans un four pour une température inférieure a 70°C (cf.
figure 3.46b) et une photo pour une température du four supérieure a 70°C (cf. figure 3.46c¢).
On observe sur la figure 3.46a que pour une température inférieure a 50°C, température
maximale de stockage rencontrée, le thermogramme de chauffe ne montre aucun phénomene
thermique ce qui indique que le lyophilisat aqueux pourra étre stocké a des températures
inférieures a 50°C et conserver son aspect, sa texture et ses propriétés physiques et chimiques
finales inchangées.

Cristallisation du sel
arginate d'ibuprofene
T=75C

"\

T onset=70"C
Fusion du sel
: arginate d"ihuprofene
T Tm=141°C (a)
_1'50 el 20 100 120 140 160
T¢C)

Figure 3.46 : Thermogramme de chauffe (a) du lyophilisat formulé a base aqueuse.
Photo du lyophilisat chauffé au four pour : (b) T<70°C; (c) T>70°C.

Pour une température du produit égale a 75°C, le thermogramme de chauffe présente un pic
exothermique de cristallisation suivi d’un pic endothermique de fusion a 141°C. D’apres la
littérature [Stroppolo et al., 1995], I’ibuproféne et 1’arginine forment un sel appelé arginate
d’ibuprofene. Mehlisch et al., 2002 ont montré que l’arginate d’ibuproféne présente une
efficacité analgésique équivalente au principe actif pur. Il est ainsi utilis¢é comme principe
actif dans certains médicaments non stéroidien. On peut citer a titre d’exemple Spifen qui est
un anti-inflammatoire dont le principe actif est I’arginate d’ibuproféne. L’obtention de ce sel
est breveté [Stroppolo et al., 1995] et I’'une des facons de 1’obtenir est la suivante : faire
fondre 100mg d’ibuprofene (Tm ibuproféne = 76,7°C) et ajouter 50 mg d’eau. Ajouter au
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mélange liquide une quantité d’arginine égale a 81 mg, quantit¢ qui correspond a un ratio
molaire ibuproféne/arginine égale a 1/1. Le mélange final présente un aspect crémeux. Puis,
par évaporation de ’eau, I’arginate d’ibuprofene est formé. On se basant sur les données de la
littérature, on peut en déduire que le lyophilisat correspondant a la formulation a base aqueuse
(figure 3.46 b) au voisinage d’une température égale a 70°C passe d’une phase amorphe a une
phase viscoé¢lastiques dans laquelle les mouvements moléculaires et ioniques sont possible ce
qui permet la formation du sel d’arginate d’ibuprofeéne (cf. figure 3.46 c).

3.8.3.2 Caractérisation thermodynamique du lyophilisat correspondant a la formulation a
base organique.

Le lyophilisat final correspondant a la formulation a base organique a été obtenu en
utilisant le méme cycle de lyophilisation qu’au paragraphe précédent a savoir : congélation a
1°C/min jusqu’a -45°C ; sublimation a T, =0°C et P, = 6 Pa ; désorption & Tgpeir = 40°C et
P. = 6 Pa. Afin de mettre en évidence visuellement la formation du sel d’arginate
d’ibuprofene, des essais de chauffe du produit en ATG ont été effectués. Dans un premier
temps, le produit a été chauffé jusqu'a une température de 80°C, puis la chauffe a été arrétée,
I’échantillon sorti du four de I’appareil d’ATG et une photo réalisée (cf. figure 3.47 b). Puis
I’échantillon est remis dans le four de I’ATG et chauffée jusqu’a 110°C. A cette température,
la chauffe a été de nouveau arrétée et une photo de 1’échantillon réalisée (cf. figure 3.47c). On
observe sur la figure 3.47 a représentant le thermogramme de chauffe obtenu par DSC, que
comme pour le lyophilisat de la formulation a base aqueuse, le lyophilisat de la formulation a
base organique pourra étre stocké a des températures inférieures a 50°C tout en gardant ses
bonnes propriétés d’usages. De méme, les figures 3.47 a, 3.47 b et 3.47c confirment la
formation du sel d’arginate d’ibuproféne.

Cristallisation du sel
arginate d'ibuprofene
T=91°C __—7
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Figure 3.47 : Thermogramme de chauffe du lyophilisat (a) formulé a base organique.
Photo du lyophilisat chauffé par ATG pour : (b) T<80°C ;(c) T>80°C.
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3.8.4. Humidité résiduelle finale.

L’humidité résiduelle finale dans les lyophilisats est le critere de qualité le plus critique du
procédé¢ de lyophilisation. Pour les formulations a base aqueuse, la limite résiduelle en eau est
généralement fixée a 3%. Pour des valeurs d’humidité inférieures a 3%, 1’activité de I’eau est
faible ce qui a pour conséquence une limitation voire la disparition de toute réaction chimique
ou biochimique dans le lyophilisat. Ainsi, une conservation a long terme du produit est
possible. Pour le lyophilisat correspondant a la formulation a base organique, I’humidité
finale résiduelle comprend le résidu en eau et le résidu en solvant organique (TBA).
Contrairement a I’eau, dont la teneur résiduelle limite est fixée par rapport a la conservation
du produit a long terme, la teneur résiduelle limite du TBA est fixée par rapport a la quantité
maximale journaliere administrable au patient, limite qui est fixée a 5000ppm soit 0,5%
massique pour le TBA. Nous avons déterminé la teneur résiduelle finale en eau des
lyophilisats ‘aqueux’ et ‘organique’ en utilisant la méthode Karl Fischer (cf. paragraphe
1.4.4.3). La teneur en TBA du lyophilisat a base organique a été déterminée en utilisant la
chromatographie en phase gazeuse (CPG). A titre de comparaison I’ATG, a aussi été utilisée
pour déterminer I’humidité finale des deux lyophilisats étudiées. Mais cette technique
présente deux inconvénients majeurs. Tout d’abord, elle ne permet que la détermination de la
teneur résiduelle totale, eau +TBA, sans pouvoir préciser séparément les quantités résiduelles
d’une part, de TBA, et, d’autre part, d’eau. D’autre part, les essais en ATG nécessitent
I’ouverture du flacon en verre bouché sous vide pour prélever 1’échantillon a analyser. Cette
¢tape met en contact le lyophilisat trés hygroscopique avec I’ambiance qui comporte une
certaine humidité relative. Ainsi le lyophilisat risque fortement de capter I’humidité de I’air ce
qui risque de fausser les résultats. Notons que par la méthode Karl Fischer et par CPG, le
dosage de la teneur finale en solvant ne nécessite pas 1’ouverture du flacon en verre bouché
sous vide. Les lyophilisats finaux ont été obtenus par deux cycles différents de lyophilisation
dont les conditions opératoires des étapes successives du procédé sont reportées sur le tableau
3.4 ci-dessous.

Cycle 1 Cycle 2
Etape Tshelf Pc Tshelf Pc
(°C) (Pa) (°C) (Pa)
Conggélation 1°C/min atmosphérique 1°C/min atmosphérique
a-45°C a-45°C
Sublimation 0 6 -5 6
Desorption 40 6 40 6

Tableau 3.4 : Conditions opératoires des cycles de lyophilisation.
Flacon verre 4mL.
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3.84.1 Principe de la détermination de la teneur résiduel en TBA par CPG.

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une méthode d’analyse dont les principes
généraux sont fondés sur la migration différentielle des constituants du mélange a analyser au
travers d’un substrat choisi [Tranchant 1996]. La particularité¢ du procédé est d’opérer en
totalit¢ avec des produits volatilisés, ce qui implique de maintenir une température minimale
convenable, mais sans qu’il y ait volatilisation du substrat, et de travailler en circuit étanche
aux gaz. La figure 3.48 présente les différentes parties du chromatographe. La CPG comporte
une colonne, dans laquelle est enfermé le substrat qui va permettre le processus de migration
différentielle des éléments du mélange a analyser. Ces éléments, appelés solutés, sont obligés
de parcourir la colonne entrainés par un gaz inerte, appelé gaz porteur ou gaz vecteur. Un
injecteur appropri¢ permet d’introduire le mélange a analyser dans le circuit gazeux, sans
rupture de celui-ci et un détecteur permet le repérage des solutés au fur et a mesure de leur
sortie de la colonne - celle-ci étant conditionnée a des températures convenables a I’aide d’un
four — et d’obtenir un thermogramme a I’aide d’un enregistreur.

Injecteur Détecteur Electronique

Débitmétre & film Chromatogramme

Thermostats 5 |'|| }\

Ma——

Enregistreur
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Manodétendeur
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Manomaétre

7\
\
Gaz vecteur
Bouteilie de
gaz comprime

Thermostats de
colonne (four)

e —

Calculateur

< | Ventilateur Imprimante

—
Colonne

Figure 3.48 : Principe de la CPG [Tranchant 1996]

La détermination de la teneur résiduelle en TBA a été effectuée en utilisant une colonne de
CPG fournie par Agilent 7890A. Le dispositif de CPG est équipé d’une colonne Poraplot Q
(CHROMAPACK) (longueur : 25 m, diamétre interne : 320pum, épaisseur de film : 10 pm),
avec un injecteur split/splitless en mode split et une détecteur FID. Dans un premiers temps,
I’étalonnage de la colonne a été effectué en utilisant comme étalon interne le butanol. Pour ce
faire, nous avons préparé quatre solutions étalon dont les rapports massiques mTBA/mBuOH
varient de 0,5 a 3. La droite d’étalonnage obtenue présentée sur la figure 3.49 montre que le
coefficient de corrélation obtenu est tres satisfaisant.
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Figure 3.49 : Droite d’étalonnage pour 'analyse du ter-butanol (TBA).

La droite d’étalonnage permet a partir de I’aire des pics du TBA et du butanol d’en déduire
le pourcentage massique de TBA résiduel. Les conditions opératoires utilisées sont les
suivantes :

- Température de I’injecteur : 250°C
- Pression en téte de colonne : 0,67- 10° Pa
- Ratio de division : 10
- Programmation du four :
o Température initiale : 50°C
o Rampe de température : 20°C/min
o Température finale : 240°C (10 minutes)
- Température du détecteur : 250°C

- Volume injecté : 1 pLL

A titre d’exemple, un chromatogramme type est présenté sur la figure 3.50 ci-dessous:

143



T FIDTA, fronl Sgra (1IOTEAEL #100000.0)

LU B
14524

120 butanol

ter-butanol
0

12.530

ﬁ:l_

1] P + f a3 1 12 14 15 L] min

Figure 3.50 : Chromatogramme type pour I'analyse du ter-butanol

3.84.2 Taux de solvant résiduel final.

La figure 3.51 présente les teneurs résiduelles en eau présentes dans les lyophilisats finaux
correspondant a la formulation a base aqueuse déterminées par Karl Fischer et par ATG pour
les deux cycles de lyophilisation prédéfinis. A titre d’exemple, les résultats obtenus par ATG
sont présentés en annexe 6.

S%

ATG ATG limite résiduelle en
e 3%

Karl

Karl Fischer

Fischer

Taux résuduel (%o massigue)

Cycle 1 Cycle 2

Figure 3.51 : Teneurs limites résiduelles en eau des lyophilisats aqueux déterminées par
Karl Fischer et par ATG pour deux cycles de lyophilisation différents.
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La figure 3.51 montre que les teneurs résiduelles en eau obtenues par ATG sont
supérieures a celles obtenues par la méthode Karl Fischer. Comme mentionné au paragraphe
3.8.4, ’ATG n’est pas une méthode appropriée pour caractériser 1I’humidité finale des
lyophilisats hygroscopiques. Par contre, la méthode Karl Fischer reste la méthode la plus
précise pour la détermination de la teneur en eau résiduelle finale dans le lyophilisat. La
figure 3.51 montre que les teneurs en eau obtenues par la méthode Karl Fischer sont
inférieures a la limite en eau fixée a 3%. Une conservation a long terme du lyophilisat final
sera donc possible.

La figure 3.52 présente les teneurs résiduelles en TBA et en eau respectivement déterminées
par CPG et par la méthode Karl Fischer sur des lyophilisats finaux correspondant a des
formulations a base de co-solvants organiques. On observe que les teneurs résiduelles en TBA
et en eau sont bien inférieures a la quantité maximale permise a savoir 0,5% pour le TBA et
3% massique pour ’eau. Ainsi, le lyophilisat organique pourra étre administré en toute
sécurité au patient et, d’autre part, la conservation a long terme de celui-ci semble tout a fait
possible.

50

limidte réesiduelle en eau 3%

Eau limdte résiduelle en
TBA 0,5%

Eam

Taux résuduel (% massigque)

Cycle 1 Cycle 2

Figure 3.52 : Teneurs limites résiduelles en eau des lyophilisats aqueux déterminées par
la méthode Karl Fischer et par ATG pour deux cycles de lyophilisation différents.

3.9 Conclusions.

L’étude comparative de la lyophilisation des deux formulations a base aqueuse et a base
organique de notre principe actif modele, a savoir, ’ibuproféne, nous a renseigné sur les
avantages qu’apportait 1’utilisation des co-solvants organiques. Dans un premier temps, cette
¢tude a montré que le TBA permettait une augmentation de la solubilité de I’ibuproféne ainsi
qu’une augmentation de la facilité de préparation de la formulation, notamment en raison de
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la disparition de la mousse qui apparait lors de la formulation de celui-ci avec une solution
essentiellement a base aqueuse. Dans un deuxiéme temps, cette étude nous a confirmé que
I’emploi du TBA dans une moindre quantité en tant que co-solvant organique permettait dans
les mémes conditions opératoires (Tgpelr €t Po) de réduire les temps de sublimation d’un facteur
1,8. 1l a été conclu que cette augmentation des cinétiques de sublimation résultait des valeurs
des propriétés thermodynamiques du mélange eutectique 20% en TBA + 80% en eau (%
massique), a savoir des valeurs de la pression de vapeur a 1’équilibre solide-vapeur plus
¢levées et d’une valeur de I’enthalpie de sublimation plus faible que celle de glace.

Pa ailleurs, la caractérisation de la taille des cristaux de solvant a mis en évidence que la
formulation a base organique présentait une taille moyenne des cristaux de solvant plus €élevée
que celle des cristaux de glace de la formulation a base aqueuse. Par conséquent, la
formulation a base organique a montré des valeurs de la résistance au transfert de masse de la
vapeur de solvant (eau + TBA) plus faibles que celle de la formulation a base aqueuse ce qui
participe a I’augmentation des cinétiques de séchages lorsque le TBA est utilis¢ comme co-
solvant organique.

L’étude de caractérisation finale a mis en évidence que les deux formulations étudiées
conduisaient a des lyophilisats qui satisfont aux principaux critéres de qualité du lyophilisat
sec final a savoir en termes de réhydratabilité, d’humidité finale, de collapse, etc...
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CHAPITRE 4

MODELISATION DE L’ETAPE DE
SUBLIMATION.
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4. Modélisation de I’étape de sublimation avec Comsol Multiphysics.

4.1 Modzéles existants.

Dans le procédé de lyophilisation, I’étape de sublimation est 1’étape la plus longue et la
plus consommatrice d’énergie. On peut rencontrer dans 1’industrie pharmaceutique des cycles
de lyophilisation de I’ordre de 130 heures ce qui représente un colit énorme en énergie et, de
plus, ceci limite surtout la productivité du site. Ainsi, une des solutions pour augmenter cette
productivit¢é et pour répondre a la demande croissante de produits pharmaceutiques
lyophilisés, est d’investir dans 1’achat de nouveaux lyophilisateurs afin d’augmenter la
capacité de production. Cependant ces investissements sont lourds et viennent augmenter le
cott du procédé¢ de lyophilisation. La deuxiéme solution pour augmenter cette productivité est
d’optimiser la durée du cycle de sublimation, durée qui n’est pas toujours optimisée dans les
cycles de fabrication industriels. En effet, ’optimisation de 1’étape de sublimation demande
une étude approfondie de tous les facteurs qui peuvent influencer la durée de ce cycle. Il
parait donc évident que 1’étude expérimentale et la modélisation de 1’étape de sublimation
représente un enjeu majeur pour les industriels en vue d’augmenter la productivité du procédé
tout en maintenant les nombreux facteurs de qualité du lyophilisat final. Un des premiers
mode¢les a une dimension qui a été utilisé pour interpréter les phénomenes de transfert de
chaleur et de masse intervenant durant 1’étape de sublimation est le model U.R.L.F (Uniformly
Retreating Ice Front) explicité par King 1971 et puis modifi¢ Wolff et al. 1989. Par la suite,
Liapis 1998 a proposé un model bidimensionnel équivalent a celui de King 1971 mais en le
complétant par l’introduction de la géométrie 2D des flacons utilisés. Les hypothéses
avancées pour ces modeles classiques sont les suivantes :

e les transferts a travers les deux couches (congelée et seche) sont unidirectionnels ;

e toute I’énergie transmise au front ne sert qu’a la sublimation et aucune accumulation
de chaleur dans I’échantillon n’est prise en compte ;

e les lois de Fick et de Fourier étendues au milieu continu équivalent (diffusivités
effectives et conductivités thermiques) interprétent les transferts de maticre et de
chaleur au sein du produit ;

e la température au cceur du produit - la température du front de sublimation- est
supposée constante pendant la sublimation ;

e la température du front de sublimation reste constante pendant la sublimation ;

e la glace est en équilibre thermodynamique avec la vapeur d’eau au niveau du front de
sublimation ;

e le produit reste homogene durant toute la lyophilisation ;

e le front de sublimation est plan et parall¢le a la section droite du flacon.

Les modeles proposées par King 1971 et Liapis 1998 sont des modeles mathématiques
relativement complexes dont le plus grand désavantage est qu’ils font intervenir un nombre
considérable de parameétres physiques, a savoir de I'ordre de 40. Récemment, Brulls et
Rasmuson 2009, ont proposé un modele 2D de sublimation de la glace pure dans un flacon en
verre d’une capacité de 10 mL. Les hypothéses avancées pour ce modele sont les mémes que
dans celles du modele U.R.ILF. Le modéle proposé par Brulls et Rasmuson 2009 permet une
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bonne estimation de la température au fond du flacon et de la vitesse de sublimation.
Cependant, a notre sens, ce modele introduit encore trop de paramétres physiques qui sont
difficiles a déterminer expérimentalement ou a estimer. C’est ainsi que, dans un premier
temps, nous nous sommes pos¢ comme objectif de proposer et de valider un modele simple
qui permette de modéliser la sublimation d’un solvant pur - sans présence de couche se¢che -
dans une géométrie de flacon en 3D donnée. Les paramétres nécessaires a la mise en oeuvre
de ce modele purement thermique sont des parametres facilement mesurables ou estimables
tels que la conductivité thermique et la masse volumique de la couche congelée, la
température des étageres et celle au fond du flacon, la pression de vapeur d’équilibre du
solvant et la pression de vapeur dans la chambre, la géométrie du flacon, la hauteur de
remplissage du flacon, I’enthalpie de sublimation du solvant et le coefficient global de
transfert de chaleur externe, noté Kv

4.2 Modélisation sous Comsol.

Nous avons modélisé sous Comsol I’étape de sublimation d’une formulation de 1g de glace
pure, c'est-a-dire sans principe actif ni excipients sublimée dans un flacon en verre de 4 mL,
pour une hauteur de remplissage de lcm. Ensuite, cette modélisation a été étendue a la
sublimation de 1g de mélange de co-solvant a la composition eutectique A toujours sans
principe actif ni excipients. Comme indiqué au paragraphe 3.6.3.2 (cf figure 3.33), les
cinétiques de sublimation de la formulation d’ibuproféne a base de co-solvant organique sont
majoritairement limitées par le transfert de chaleur dans la gamme de température d’étagere et
de pressions tres faibles (6 a 50 Pa) étudiées. C’est ainsi, que I’hypothése d’une limitation
purement thermique a €té avancée. Le modele ainsi construit nous a permis d’estimer et de
visualiser I’avancement du front de sublimation et le profil de température du produit au fond
du flacon en fonction du temps pour des conditions opératoires (Tspeir €t P.) fixées ainsi que de
prédire la durée de la sublimation.

4.2.1. Comsol en quelques mots.

Environnement interne a Matlab, Comsol (anciennement Femlab) est un logiciel dédi¢ a la
modé¢lisation et la simulation de tout phénomene physique pouvant étre interprété sous forme
d'Equations aux Dérivées Partielles (EDP). Il permet de résoudre numériquement des
systémes linéaires et non-linéaires couplés, représentés par des équations aux dérivées
partielles, ceci en utilisant la méthode des éléments finis et un maillage automatique de la
géométrie en utilisant des triangles ou des tétracdres selon la dimension de la géométrie (2D
ou 3D). Grace a son environnement de CAO qui permet de représenter finement 1'objet de
I'étude, au mailleur, aux modeles prédéfinis ou a ses modes d'application optimisés, Comsol
permet de modéliser simplement une grande variété de phénomenes physiques. Pour les
applications plus pointues, il est possible de modifier et d’ajuster directement 1'écriture des
€quations physiques descriptives (constitutives et de bilan) et de les modifier selon les besoins
spécifiques. Des modules spécialisés sont aussi disponibles pour le génie chimique, la
mécanique des fluides, les sciences de la terre, la mécanique des solides et des structures,
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I'¢lectromagnétisme etc. Par ailleurs, une fonctionnalit¢ de Comsol, appelée «Mmultiphysics»
permet de modéliser et de résoudre des problémes combinant plusieurs phénomeénes
physiques.

4.2.2. Méthode de résolution générale sous Comsol.

La démarche a suivre pour résoudre tout probléme physique sous Comsol est relativement
simple; voici les étapes de cette méthode:

- Définition du modele: il faut choisir la dimension (ID, 2D. 3D) et la nature du
probléme, soit par le choix d'une équation applicable a un phénomene quelconque, soit
par le choix d'un phénomene physique ;

- Mise en place de la géométrie du probleme: il s'agit de dessiner, a l'aide de la barre
d'outils de dessin intégrée a Comsol, un modele géométrique du probleme. Les outils
de dessin de Comsol étant tout de méme limités, les géométries complexes devront
étre modélisées par des assemblages de formes simples ou en utilisant des logiciels de
CAO;

- Spécification des parametres des équations aux dérivées partielles du probleme: Pour
ce faire, il faut sélectionner le sous-domaine voulu (ici, la couche congelée de la
formulation du mélange de co-solvant a la composition eutectique A) et définir les
propriétés et paramétres spécifiques, comme la masse volumique, la capacité
calorifique, etc.

- Spécification des conditions aux limites: celles-ci peuvent étre des constantes ou des
équations (type Dirichlet, Neuman ou Fourier) ;

- Choix d'un maillage: celui-ci pouvant étre défini automatiquement par Comsol ou étre
manuellement ajusté, par exemple pour obtenir une plus grande finesse de résolution.
Dans notre cas, le module Moving Mesh (ALE) a été utilisé afin de modéliser le
déplacement du front de sublimation ;

- Résolution et visualisation des résultats: Comsol dispose d'un ensemble de solveurs
(directs, itératifs, multigrilles) pour résoudre les équations de bilan implantées et
permet de faire de I'analyse linéaire, non-linéaire, temporelle, modale, paramétrée. Le
résultat s'affiche spontanément apres la résolution. L'évolution du phénoméne étudié
peut étre visualisé sous différentes formes: vue 3D, vecteurs, coupe en plan, dégradés
de couleurs, etc.
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4.2.3. Implémentation du modéle de sublimation sous Comsol.

4.2.3.1 Définition du modele.

Le modele présenté est basé tout d’abord sur des hypothéses classiques qui sont les mémes
que celle du modele U.R.LF (cf. paragraphe 4.1). En plus de ces hypotheses, nous avons aussi
avancé I’hypothése d’une limitation de la sublimation par le transfert thermique. Cette
nouvelle hypothéese a été adoptée du fait qu’on a observé au paragraphe 3.6.3.2 que les valeurs

des vitesses de sublimation, notées m obtenues sans principe actif présentaient au maximum

un écart supérieur de 10% par comparaison aux valeurs de m obtenues avec une formulation
contenant du principe actif. Par ailleurs, Hottot et al. 2007 ont démontré que dans la gamme
des faibles pressions, a savoir de 6 Pa a 50 Pa, la sublimation est principalement limitée par le
transfert de chaleur. De ce fait, le modele présenté décrit la sublimation d’une couche de
solvant congelé sans la présence de couche seche, ce qui a pour conséquence de
considérablement simplifier le modéle. La figure 4.1 représente le schéma simplifi¢ du
modele de sublimation du solvant pur adopté.

Front de sublimation

@ =Ty 1 cm
f ﬂ ﬂ A ™

a7
Isolation | < ,JTFE;F.(;:‘FT) Z > | Isolation

@ = Kv(?;keﬁf‘ -7 0

Fond de flacon

Figure 4.1 : Schéma simplifié de la sublimation du solvant pur.

Le produit congelé est défini comme un domaine avec deux frontieres a savoir une
frontiére inférieure (1) et une frontiere supérieure (2). La frontiére inférieure est fixe alors que
la frontiére supérieure, correspondant a I’interface de sublimation, est mobile et elle se
déplace avec une vitesse notée V. Cette vitesse est définie par 1’équation 4-1 ci-dessous :

, O

TN Eq (4-1)

. 2 , [P
Dans cette relation Qg (W/m”) représente le flux de chaleur conductif a travers la couche
congelée nécessaire au maintien d’une sublimation a 1’état quasi-stationnaire, valeur

151



sensiblement égale au flux de chaleur global Q externe imposé sur la fronti¢re inférieure (1) et
déterminée par 1’équation 4-2 suivante :

=K (T — 7T Eq (4-2)

dans laquelle les valeurs de Tger €t de T=T}, sont obtenues par mesure directe et celle de
Kv est facilement déterminée expérimentalement (cf. paragraphe 3.6.3.1).

Du fait que 1’on considere un flux de chaleur global a la fronti¢re (1) on peut alors considérer
que les faces externes du domaine sont parfaitement isolées.

Une des hypotheses majeures qui a été avancée est que la température du front de sublimation
reste constante pendant la sublimation. Cela implique d’adopter comme condition limite a la
frontiere supérieure, Ti= Téq = constante. La température du front de sublimation est un
parametre difficilement estimable surtout lorsque le domaine comporte une couche congelée
et une couche seéche. En effet, dans ce cas, le solvant congelé est supposé en équilibre
thermodynamique avec la vapeur de solvant au niveau du front de sublimation. Cette pression
de vapeur a 1’équilibre solide-vapeur est différente de la pression partielle du solvant dans la
chambre de lyophilisation. Cette différence est due a la résistance que rencontre la vapeur
d’eau ou de solvant au passage de la couche seéche microporeuse. Cependant, dans le cas de la
sublimation d’une couche de solvant pur congelé, sans présence de couche seche, la pression
de vapeur a I’équilibre solide-vapeur est sensiblement égale a la pression partielle de vapeur
d’eau dans la chambre de lyophilisation. Dans le cas de la sublimation de la glace pure, la
valeur de la pression partielle en eau peut étre déterminée indirectement a partir de la mesure
directe de la pression totale dans la chambre de lyophilisation par un manométre a vide (jauge
Pirani). Comme indiqué au paragraphe 1.5.2 la jauge Pirani permet de mesurer la pression
totale de la chambre de lyophilisation en tenant compte de la présence de la vapeur d’eau dans
la chambre contrairement au capteur a capacitance du type MKS qui est insensible a la
composition du gaz. On a observé [Nail 1991] que la valeur de la pression totale PcCpirani
mesurée par la jauge Pirani est 1,5 fois plus élevée que la pression de la chambre mesurée par
le capteur MKS. A partir de cette mesure de Pcpinni €t en prenant ’hypothése que la vapeur
dans la chambre de lyophilisation correspond a de la vapeur d’eau pure, on peut en conclure
que la pression partielle en eau, notée P.,, est sensiblement égale a la pression totale Pcpirani.
On en déduit alors la valeur de la pression de vapeur a 1’équilibre solide-vapeur au front de
sublimation, notée Péq = Pcpirani. Ainsi, la température Ti=T¢, de la glace au front de
sublimation peut étre estimée par la relation 4-3 ci-dessous :

632015
“ ln(PcPimni) - 29556

Eq (4-3)

dans laquelle T¢q est en Kelvin et Pcpirani en Pascal.

152



Dans le cas de la modélisation de la sublimation d’une couche congelée a la composition
eutectique A, pour des raisons de sécurité (risque d’explosivité des vapeurs de co-solvants
organiques (TBA)), la jauge Pirani ne peut étre utilisée. De plus, celle-ci est calibrée avec de
la vapeur d’eau et elle permet de mesurer exclusivement la pression de vapeur d’eau dans la
chambre de lyophilisation. Ainsi la valeur de la pression de vapeur a I’équilibre solide-vapeur
de leutectique A, notée Peqeua, doit €tre estimée par extrapolation de la valeur Pcpini
déterminée précédemment, pour les mémes conditions opératoires Tgpeir €t P.. On a observé au
paragraphe 3.4.3, que les valeurs des pressions de vapeur a 1’équilibre solide-vapeur de
I’eutectique A étaient 1,8 fois plus ¢levées que les valeurs de la glace pure. Ainsi nous
avangons I’hypotheése que la valeur Péqeya peut étre estimée en utilisant 1’équation 4-4 ci-
dessous :

PéqeulA = I’SPCPimni Eq (4_4)

Ainsi la température Tsq de I’interface de sublimation de I’eutectique A a pu calculée en
utilisant la relation 4-5 qui dérive de la relation de Clasius-Clapeyron (cf. annexe 3), avec Teq
en Kelvin et Pcpian; €n Pascals.

- ~57459
“ " In(18Pc,,,,)— 27,909

Eq (4-5)

Les conditions limites aux frontiéres ainsi définies, la résolution du probléme va consister a
intégrer numériquement 1’équation de la chaleur qui interpréte le transfert par conduction (Eq
4-6) a travers la couche de solvant congelé.

o0, 2 =7 ) Eq (4-6)

ol p représente la masse volumique (kg/m?), C, la capacité calorifique massique (J/ kg K) et &
la conductivité thermique (W/m K) du congelat.
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4.2.3.2 Construction de la géométrie.

Pour représenter le plus précisément possible la sublimation du solvant a I’intérieur du
flacon en verre de 4mL rempli a hauteur de lcm, nous avons représenté sa géométrie 3D la
plus réaliste possible en utilisant les outils fournis par COMSOL. Cette géométrie complexe
du flacon présentée sur la figure 4-7 a €té construite par des assemblages de trois formes
simples qui forment trois sous-domaines dont vous trouverez les caractéristiques
géométriques en Annexe 7. Dans notre cas, seule le sous-domaine 1 sera considéré comme
actif, c'est-a-dire c’est dans ce seul domaine que I’on va appliquer le modele physique de la
sublimation de la couche de solvant congelé.

-

Sons-domaine 3 a-__‘__%:) [

Sous-domaine 2 “-—-______3

Sous-domaine 1

h=1lcm T

Figure 4-7 : Géométrie du flacon en verre de 4mL.

4.2.3.3  Maillage de la géométrie.

Le maillage consiste a discrétiser la géométrie réelle du flacon. La taille des mailles doit
correspondre a I’échelle des fluctuations de la solution et, en méme temps, décrire les détails
de la géométrie. Plus le maillage est fin et donc plus le nombre de degrés de liberté est élevée,
plus la solution est stable, ce qui représente un critére de convergence. Afin de modéliser
I’avancement du front de sublimation, nous avons travaillé en mode ‘méche amovible’ (ALE).
Pour cela Comsol permet de régénérer le maillage au fur et & mesure de 1’avancement du front
pour permettre d’avoir en continu une taille de maille fine. Pour modéliser la sublimation de
la glace et de I’eutectique A, nous avons utilisé un maillage dit fin. La vitesse de déplacement
de la maille était guidé par le déplacement du front de sublimation a la vitesse linéaire, notée
V..
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4.2.3.4  Propriétés du sous-domaine 1 et des frontieres.

Dans le sous-domaine 1, résultant du découplage de la géométrie du flacon présenté
précédemment, on a adopté 1’équation classique de la chaleur qui permet de décrire le
transfert de chaleur par conduction a travers la couche de solvant congelé. La forme générale
de cette ¢équation de transfert de chaleur par conduction s’écrit sous Comsol sous la forme
suivante:

8pC,0T 10t~V -(kVT) =0 Eq (4-7)

ot le terme Q (W/m?) représente le terme source. Ce terme est égal & zéro dans le domaine 1
car il n’y a pas de source de chaleur dans ce domaine. Il y a bien une source de chaleur due a
la sublimation du solvant a la frontiére (2) qui est prise en compte comme une condition
limite mais elle ne peut étre considérée comme un terme source sur tout le domaine 1. Le
terme O, (-) correspond au coefficient de temps ‘time coefficient” de COMSOL, p (kg/m?) a

la masse volumique, C,(J/kg K) a la capacité calorifique massiqueet k£ (W/m K) a la

conductivité thermique de la couche congelée.

Apres avoir défini I’équation de la chaleur, il faut implémenter sous Comsol les conditions
aux frontiéres présentées au paragraphe 4.2.3.1. Nous avons regroupé dans le tableau 4.1 les
différentes équations nécessaires a la résolution de notre modele de sublimation sous Comsol.
Afin de faciliter la compréhension des équations présentées dans ce tableau, les variables et
les termes utilisées ont la signification suivante :

e Le terme qo (W/m?) représente un terme source ou un puits de chaleur situé sur la
frontiere considérée. Ce terme est nul sur la frontiére (1) qui ne comporte pas de
source de chaleur et nul sur la frontiére (2) du fait que la condition aux limites sur
cette frontiere est fixée par la température T¢q et non pas par le flux de chaleur.

® h(Tin-T) est assimilé dans notre cas a Kw(7,,,, —T)comme étant le flux global

transmis au niveau de la frontiere (1).

. Const(Tamb4 - T4) représente le flux radiatif considéré comme nul du fait que
I’apport du rayonnement est déja comptabilisé dans la valeur du coefficient global
de transfert de chaleur externe, noté Kv.
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FRONTIERE (1)

Flux de Chaleur

n- (kVT) = qO + h(T;nf - T) + (:‘()’/ZSZ‘(T’amb4 - T4)9 h(T;nf _T) = Kv (T;'helf _T) Eq (4-8)

FRONTIERE (2)

Déplacement du front de sublimation

_ 9
s = AH. - p Eq (4-1)
Température
T'=T,;, T=Teq Eq (4-9)

Tableau 4.1 : Conditions limites aux frontiéres du produit congelé.

4.2.3.5  Résolution numérique du probleme.

La résolution du probléme a été effectuée en utilisant un solveur linéaire proposé par
Comsol a savoir ‘Direct Paradiso out of core’. Cette résolution se fait en fixant le temps total
de sublimation. Le pas de calcul pour cette résolution a été fixé a 60 secondes. La tolérance
relative du solveur était de 0,01 et la tolérance absolue de 0,001. La résolution du probléme en
3D permet de visualiser le déplacement du front de sublimation et la variation de la valeur de
la température du produit a la frontiére (1) en fonction du temps, ainsi que d’estimer la durée
totale de I’étape de sublimation qui correspond a la durée nécessaire pour que le front de
sublimation (frontiére (2)) atteigne le fond du flacon (fronticre (1)).

4.2.4. Reésultats de la modélisation.

Avec le modele ainsi implémenté, nous avons modélisé respectivement la sublimation de
Icm de glace pure et de Icm de mélange TBA +eau a la composition eutectique A dans un
flacon en verre de 4mL. Les propriétés physiques et thermodynamiques de la glace et de
I’eutectique A utilisées pour résoudre le probléme sont listées sur le tableau 4.2. Il est a noter

que, du fait de la faible quantit¢ de TBA dans le mélange eutectique A, les valeurs des
propriétés thermophysiques, o ,C, et k de I’eutectique A congelée ont été prises égales a

celle de la glace. Par contre, les données thermodynamiques telles que les valeurs des
pressions de vapeur a 1’équilibre solide-vapeur et la valeur de I’enthalpie de sublimation
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différent de celle de la glace pure et de celles de 1’eutectique A. La sublimation dans les deux
cas étudiés a été simulée dans les conditions opératoires suivantes : Tshelf= 0°C et Pc = 6 Pa.
La valeur de K, nécessaire aux calculs est la valeur expérimentale déterminée pour ces
conditions opératoires au paragraphe 3.6.3.1.

Nom Glace Eutectique A
p (kg/m®) 920 920

k (W/m K) 2,56 2,56

C, JkgK) 1800 1800
Tinit (K) 228 228

Zy (m) 0,01 0,01

R, (m) 0,008 0,008
AH (J/kg) 2,809-10° 2,352:10°
Toheir (K) 273 273

Kv (W/m®K) 23,7 23,7

P (Pa) 16.6 30

Teq (K) 234,7 234,45

Tableau 4.2 : Propriétés physiques et thermodynamiques de la glace et de I'eutectique A.
Sublimation T,er = 0°C et P. = 6 Pa. Flacon en verre de 4mL.

La figure 4-8 représente les résultats de la simulation de la sublimation respectivement (a)
de la glace pure et (b) de I’eutectique A. Comme attendu, on observe sur cette figure que pour
une durée de sublimation de 19980 secondes soit 5,55 heures, le front de sublimation de
I’eutectique A est plus avancé que le front de sublimation de la glace pure. Ce résultat est
aussi observé sur la figure 4-9 qui présente I’avancement du front de sublimation en fonction
du temps pour les deux solvants ‘purs’ étudi€s. En effet, on observe sur cette figure une
avancée plus rapide du front de sublimation de [’eutectique A par comparaison a
I’avancement du front de sublimation de la glace pure dans les mémes conditions opératoires
a savoir, Tgqer = 0°C et P, = 6 Pa. La durée de I’étape de sublimation de I’eutectique A
simulée dans ces conditions opératoires est de teya = 6,66 h alors que celle de la glace est de
tolace = 8,33h. Par ailleurs, on observe sur la figure 4-10 que le profil de température simulé au
fond du produit pour les deux solutions étudiées présente un plateau pour une valeur de Ty, =
237K (-36°C). De méme, les deux solutions présentent (cf tableau 4.2 ci-dessus) des
températures du front de sublimation égales environ a Téq= 234,5K (-38,5°C). Soit un écart
entre la température du produit au fond de flacon et la température de I’interface de
sublimation égal a 2,5°C. Ainsi, ces résultats confirment que la diminution de la durée de
I’étape de sublimation, lorsque ’on utilise I’eutectique A comme co-solvant résulte des
valeurs des pressions de vapeur a I’équilibre solide-vapeur plus élevées et, surtout, a une
valeur de I’enthalpie de sublimation plus faible par comparaison avec les valeurs de la glace
pure.
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Figure 4-8 : Simulation 3D de la sublimation : (a) de la glace pure et (b) de I'eutectique A.
Temps de sublimation = 5,55 heures. Sublimation T,,.;= 0°C et P. = 6 Pa. Flacon en verre
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Figure 4-9 : Position du front de sublimation, Z, simulée en fonction du temps : (o) de la

glace pure et (1) de I'eutectique A. Sublimation T,er = 0°C et P. = 6 Pa.

Flacon en verre de 4mL.
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Figure 4-10 : Température du produit simulée au fond de flacon, notée T,.
Sublimation Ty, = 0°C et P. = 6 Pa. Flacon en verre de 4mL.

4.2.5. Validation du modéle de sublimation pour T.;r= 0°C et Pc=6 Pa.

Afin de valider les résultats obtenus par simulation a partir de notre modele, nous avons
comparé sur la figure 4-11 la position du front de sublimation de I’eutectique A obtenu par
simulation avec I’avancement du front de sublimation obtenu expérimentalement dans les
mémes conditions opératoires, a savoir Tg,er = 0°C et P, = 6 Pa.

3

x10
0 L L L

A B  Zsimulé 1

O Z expérimental
214 i

3+ 4

Z(m)

_7 r r r
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Figure 4-11 : Position du front de sublimation, noté Z : () simulée, (0) expérimentale en
fonction du temps pour I'eutectique A. Sublimation T, = 0°C et P. = 6 Pa.
Flacon en verre de 4mL.

159



On observe sur la figure 4-11 que les résultats obtenus par simulation sont en parfait
accord avec les résultats obtenus expérimentalement. Par ailleurs, on observe sur la figure 4-
12 qu’a I’état de sublimation correspondant a 1’état quasi stationnaire, les valeurs simulées et
expérimentales de Ty, atteignent un palier a environ Ty, = -36°C. Par contre, notre modele est
limité par I’hypotheése de 1’état quasi-stationnaire et ne décrit donc pas le réchauffement du
produit qui suit ’augmentation de la température des étageres avec une vitesse de 1°C/min
pour atteindre la valeur cible de 0°C.
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Figure 4-12 : Variation de la température au fond du flacon, T,, de I'eutectique A simulée
et expérimentale en fonction du temps. Sublimation T,.;s = 0°C et P, = 6 Pa. Flacon en
verre de 4mL.

4.2.6. Validation du modéle pour le Design Space de I’eutectique A.

Nous avons validé au paragraphe précédent le modele de sublimation de 1’eutectique A en
comparant les résultats obtenus par simulation avec les résultats obtenus expérimentalement
pour des conditions opératoires fixées a Tgpeir = 0°C et Pc = 6 Pa. Cependant, pour considérer
que le modele que nous proposons est fiable, la validation de celui doit étre réalisée pour
différentes conditions opératoires, notamment aux températures d’étagére et aux pressions
totales de chambre qui ont conduit a la construction du Design Space de la formulation
d’ibuproféne a base de co-solvant organique (eutectique A) (cf paragraphe 3.6). La validation
du modele pour I’essai de sublimation correspondant a Tyer = 0°C et a Pc = 6 Pa a nécessité
préalablement la détermination expérimentale de certains parameétres clefs comme le
coefficient global de transfert de chaleur, K,, (indépendant de la formulation) mais aussi la
pression de vapeur d’eau dans la chambre de lyophilisation notée Pcpirni. Puis la valeur Pcpirani
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a été extrapolée pour en déduire une valeur de pression de vapeur de 1’eutectique A pour les
mémes conditions opératoires, a savoir Tger = 0°C et P, = 6 Pa. En conclusion, la
détermination de la valeur de la pression de vapeur de I’eutectique A a 1’équilibre solide-
vapeur a nécessité d’effectuer un essai de sublimation dans les mémes conditions opératoires
avec une formulation de glace pure. Ainsi, la validation du modéle pour les conditions
opératoires du Design Space nécessiterait pour chaque couple Tgeir €t P, d’effectuer un essai
de sublimation de la glace pure, ce qui augmenterait trés significativement les essais
expérimentaux nécessaires a la validation du modele. Cependant, I’intérét de la modélisation
est de minimiser au maximum les essais expérimentaux ce qui est d’autant plus vrai pour les
essais de lyophilisation qui demandent beaucoup de temps et sont donc relativement cotiteux.
Il parait donc évident que la détermination de la valeur de la pression de vapeur a 1’équilibre
solide-vapeur de I’eutectique A, notée P¢q ne pourra pas se faire en suivant cette méthodologie
sur toute la plage de conditions opératoires (Tsherr €t Pc) étudiées. Ainsi, une nouvelle
approche pour estimer la valeur de P, de ’eutectique A et, par conséquent, la valeur de la
température au front de sublimation, notée Téq est présenté. Il a été montré au paragraphe
4.2.4 que pour une sublimation menée dans les conditions opératoires suivantes, Tgpeir = 0°C
et Pc = 6 Pa, au temps de sublimation t = 0 s, la valeur de 1’écart initial de température, notée
AT, qui représente la différence entre la température au fond de flacon (Tb) et la température
de I'interface de sublimation (Teq) était de 2,5°C. Ce gradient de température dans le cas
d’une limitation purement thermique dépend essentiellement de la nature de la couche
congelée notamment des propriétés thermophysiques et de 1’épaisseur initiale (eco) de celle-ci.
Or ces critéres, pour une méme formulation, restent constants malgré le changement des
conditions opératoires a savoir Tgeir €t Pc. Ainsi, I’hypothése suivante a été adoptée, puisque
le transfert de chaleur est le facteur limitant, nous considérons que, quelles que soient les
conditions opératoires (Tgpneir €t Pc) de 1’étape de sublimation, 1’écart initial de température AT
sera toujours sensiblement égal a 2,5°C dans le cas de la sublimation de I’eutectique A pur.
Cette hypothése conduit donc a une estimation de T¢q qui ne nécessite pas, pour chaque
couple de conditions opératoires Tger et Pc, d’effectuer préalablement un essai
supplémentaire de sublimation de la glace pure. On adoptant cette nouvelle hypothése nous
avons validé le modéle en comparant les cinétiques de sublimation et les profils de
température Ty, obtenus expérimentalement avec les valeurs obtenues par simulation.

4.2.6.1 Validation du modéle pour Pc=6 Pa=cte et différentes valeurs de T

Nous avons simulé 1’étape de sublimation de 1’eutectique A pur pour une pression de
chambre fixée a 6 Pascals et pour des températures d’étagere égales a Tgpeir = 0°C, 10°C et
30°C. Les propriétés thermophysiques restant inchangés, nous avons reporté sur le tableau 4.3
les valeurs des parameétres thermodynamiques nécessaires aux calculs et dont les valeurs
différent en fonction des conditions opératoires. Les valeurs de Ty, et de K, sont les valeurs
expérimentales déterminées au paragraphe 3.6.3.1. Les valeurs de Ts sont calculées par
1I’équation 4-10 suivante :

Teq=To - AT Eq 4-10)

avec AT =2,5 K ou 2,5°C
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Tohar (K) 273 (0°C) 283 (10°C) 303 (30°C)
Kv (W/m’K) 23,7 20,44 20,67
Tb mesurée 236,95 237.5 2395
T¢q (K) calculée 234,45 235 237

Tableau 4.3 : Propriétés thermodynamiques de |'eutectique A. Sublimation P. = 6 Pa.
AT = 2,5°C. Flacon en verre de 4mL.

On observe sur la figure 4-13 ci-dessous que les résultats obtenus par simulation sont en
parfait accord avec les résultats obtenus expérimentalement. On observe également que pour
une méme pression totale de la chambre, les cinétiques de sublimation sont plus rapides
lorsque I’on réalise la sublimation a des températures plus €élevées. Par ailleurs, on observe sur
les figures 4-14 et 4-15 que les valeurs de la température simulées au fond de flacon, Tb, sont
¢galement en parfait accord avec les résultats expérimentaux. On peut alors en conclure que
I’écart AT = 2,5°C reste constant et n’est pas influencé par le changement de la température
des étageres. Ainsi hypothése adoptée au paragraphe précédent est bien vérifiée.

0@ T T T T F
O Z expérimental _ Tgar = 0°C
—  Zsimulé _ Ty = 0°C
-0.002- 1 Z expérimental Tqr=10°C
—  Zsimulé_ Tgar=10°C
0.004 - ~/\ Z expérimental Tgear=30°C
— < — 7 simulé_ Tshe]fz 30°C
E
N C
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-0.008 - © y
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0 0.5 1 1.5 2 25
t (secondes 4
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Figure 4-13 : Position du front de sublimation, notée Z, simulée et expérimentale pour
Pc = 6 Pa et pour différentes valeurs de T,.r. Flacon en verre de 4mL.
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Figure 4-14 : Variation de la température au fond du flacon, T, de l'eutectique A simulée
et expérimentale en fonction du temps. Sul(Jilimation Toner = 10°C et P. = 6 Pa. Flacon en
verre de 4mL.
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Figure 4-15 : Variation de la température au fond du flacon, T, de I'eutectique A simulée
et expérimentale en fonction du temps. Sublimation Tpe;r = 30°C et P. = 6 Pa. Flacon en
verre de 4mL.

163



4.2.6.2 Validation du modéle pour T,y = 0°C et différentes valeurs de Pc.

Afin de valider définitivement I’hypothese d’un écart initial AT = 2,5°C presque constant
quelles que soient les conditions opératoires dans les gammes de température d’étagere et de
pression totale de la chambre utilisées pour la construction du Design Space, nous avons
¢galement simulé la sublimation de I’eutectique A en fixant la température de 1’étagere a Tgpeir
= 0°C et en faisant varier la pression de la chambre. Nous reportons sur le tableau 4.4 ci-
dessous les valeurs des propriétés thermodynamiques nécessaires a ces calculs.

Pc (Pa) 6 15 20 50

Kv (W/m>K) 23,7 27,23 33,04 442
Tb mesurée 236,95 2385 239,5 2455
Teq (K) calculée 234,45 236 237 243

Tableau 4.4 : Propriétés thermodynamiques de |'eutectique A. Sublimation T.,.,; = 0°C.
AT = 2,5°C. Flacon en verre de 4mL.

Comme au paragraphe précédent, les résultats expérimentaux décrivant I’avancement du
front de sublimation (cf figure 4-16) et ceux décrivant la variation de la température Tb (cf
figures 4-17 et 4-18) sont en parfait accord avec les résultats obtenus expérimentalement. On
peut alors en conclure que la formulation a base d’eutectique A pur du fait de la limitation de
la vitesse de sublimation par le transfert de chaleur correspond a 1’écart de température AT =
2,5°C quelles que soient les conditions opératoires Tgheir €t P, retenues.

(1175 T T T T T
0.001 - O Z expérimental _Pc =6 Pa
— Zsimulé _ Pc =6 Pa
-0.002 -
-/\- Z expérimental Pc=15Pa
-0.003 - —— Zsimulé_Pc=15Pa
-0.004 - - Z expérimental Pc=20 Pa

_ —— Zsimulé_Pc=20Pa

£ 0.005-

L O . N Z expérimental Pc =50 Pa
-0.006 —4Z simulé _ Pc =50 Pa
-0.007 -

-0.008 -
-0.009 - S
©
_0.01 r r r B r ™,
0 0.5 1 1.5 2 25
t (secondes) x 104

Figure 4-16 : Position du front de sublimation, notée Z, simulée et expérimentale pour
Tneir = 0°C et pour différentes valeurs de Pc. Flacon en verre de 4mlL.
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Figure 4-17 : Variation de la température au fond du flacon, T, pour I'e utecthue A
simulée et expérimentale en fonction du temps. Sublimation T .. = 0°C et P, = 20 Pa.
Flacon en verre de 4mL.
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Figure 4-18 : Variation de la température au fond du flacon, T, pour l'eutectique A
simulée et expérimentale en fonction du temps. Sublimation Ts,,e,f— O°CetP.=15Pa.
Flacon en verre de 4mL.
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4.2.6.3  Influence de la valeur de I’écart de température initial AT sur la vitesse du front
de sublimation.

Afin de mettre en évidence I’'importance d’une estimation correcte de la valeur de 1’écart

de température AT et, par conséquent, de la température du front de sublimation Teq sur la
vitesse de sublimation, nous avons effectué une ¢tude de sensibilité¢ paramétrique qui a
consisté a déterminer par simulation la position du front de sublimation notée Z. La
simulation a été effectuée pour les conditions opératoires de sublimation suivantes : Tgyerr =
0°C et Pc =15 Pa.
Les résultats regroupés sur la figure 4-19 montrent que plus la valeur de AT est élevée plus la
vitesse de sublimation est rapide. Par ailleurs, on observe sur cette figure que la valeur de
I’écart de température AT influence la qualité de prédiction du modele, 1’adéquation entre
valeurs expérimentales et calculées étant maximale pour AT = 2,5°C. Cette valeur est la seule
valeur qui permet un excellent accord entre résultats expérimentaux et résultats prédits par le
modele.

[ : : T - :
-0.001 - /\  Z expérimental
— Zsimulé_ AT =2,5°C
-0.002- —  Zsimulé_ AT =0,5°C
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< -0.005-
N
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-0.007 - 4
-0.008 - 4
-0.009 - 4
-0.01 : : r r
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Figure 4-19 : Position du front de sublimation, notée Z, simulée et expérimentale pour
Tsneir = 0°C et Pc = 15 Pa. Influence de I'écart de température initial dans la couche
congelée. AT = 0,5°C:1°C ;2,5°C ;4°C et 6°C. Flacon en verre de 4mL.

4.3 Conclusions

Dans la derniére partie du mémoire, nous avons modélisé sous Comsol I’étape de
sublimation d’une formulation a base aqueuse et a base de co-solvant organique contenue
dans un flacon en verre de 4mL. Ce modele physique de sublimation était basé sur
I’hypothése d’une limitation de la sublimation par le transfert thermique. Il nous a permis
d’estimer et de visualiser I’avancement du front de sublimation en fonction du temps pour les
conditions opératoires Tgher €t P. fixées et de prédire la durée de la sublimation. Les
cinétiques de sublimation obtenues a I’aide ce mod¢le sont en parfait accord avec les résultats
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expérimentaux correspondant aux mémes conditions opératoires. Ce modele et cette
validation ont été réalisés pour plusieurs conditions opératoires de sublimation telles que les
conditions utilisées pour la lyophilisation de produits pharmaceutiques tres sensibles (vaccins,
levures ect..) correspondant a de trés faibles pressions et de trés basses températures de

produit.
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CONCLUSION GENERALE

L’objectif de ce travail de these était I’étude expérimentale et I’optimisation du procédé de
lyophilisation de principes pharmaceutiques actifs formulés a partir de bases aqueuses et a
partir de bases de co-solvant organiques. Les principaux résultats de ce travail sont rassemblés
dans un mémoire divisé en trois grandes parties.

Dans la premiere partie, nous avons rassemblé les résultats originaux des déterminations
expérimentales des valeurs des pressions de vapeur d’équilibre et des enthalpies de
sublimation du TBA pur et du mélange eutectique B, solvants avantageusement utilisés
comme solvant ou co-solvant organique pour la lyophilisation de plusieurs principes actifs.
Cette détermination expérimentale de ces données thermodynamiques clefs pour la
modélisation et inexistantes dans la littérature a été effectuée par deux méthodes différentes :
la méthode thermogravimétrique et la méthode statique. L’implémentation de la méthode
thermogravimétrique comme un outil rapide et précis de détermination des pressions de
vapeur (systéme solide/vapeur et liquide/vapeur) des corps organiques purs congelés a été
validée avec le tert-butanol (TBA) pur. Puis ’utilisation de cette méthode a été étendue avec
succes au mélange eutectique B. Les données thermodynamiques ainsi déterminées ont
permis d’expliquer certain résultats des travaux de thése de Rim Daoussi (2009). Ainsi,
’utilisation du TBA comme co-solvant organique permet une diminution considérable des
temps de séchage comparée a une formulation purement a base aqueuse. Ceci s’explique par
le fait que le TBA pur et I’eutectique B - 90% de TBA + 10% d’eau (% massique) -
présentent des pressions de vapeur d’équilibres plus élevées et des enthalpies de
sublimation beaucoup plus faibles que glace pure. De plus, ces mémes travaux de thése de
Rim Daousssi (2009), avaient montré que la formulation a la composition eutectique B
permettait d’obtenir des cinétiques de sublimation plus élevées que la formulation a base de
TBA pur. Ces observations s’expliquent par le fait que le mélange eutectique B présente des
valeurs de pressions de vapeur deux fois plus élevées que celles du TBA pur ce qui
augmente nettement la force motrice du processus de sublimation. I en résulte donc un
avantage certain quant a I’utilisation du mélange TBA + eau a la composition eutectique B,
comme solvant principal de la formulation de plusieurs principes actifs.

Dans la deuxiéme partie du mémoire, 1’étude comparative de la lyophilisation des deux
formulations & base aqueuse et a base organique de notre principe actif modele, a savoir,
I’ibuproféne, nous a renseigné sur les avantages offerts par 1’utilisation de mélanges a base de
co-solvants organiques. Dans un premier temps, cette étude a montré que le TBA permettait
une augmentation de la solubilité de I’ibuproféne ainsi qu’une augmentation de la facilité de
préparation de la formulation notamment en raison de la disparition de la mousse qui
apparait avec des formulations a base aqueuse. Cette étude nous a aussi confirmé que I’emploi
du TBA dans une moindre quantité en tant que co-solvant organique permettait dans les
mémes conditions opératoires (Tgpeir €t Pc), de réduire les temps de sublimation d’un facteur
1,8. Nous en avons conclu que cette augmentation des cinétiques de sublimation résultait des
caractéristiques particuliéres des propriétés thermodynamiques du mélange eutectique 20% en
TBA + 80% en eau (% massique), a savoir des valeurs plus élevées de la pression de
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vapeur a I’équilibre solide-vapeur et d’une valeur de I’enthalpie de sublimation plus
faible que celle de glace. Par ailleurs, la caractérisation de la taille des cristaux de solvant a
mis en ¢évidence que la formulation a base organique présentait une taille moyenne des
cristaux de solvant plus élevée que celle des cristaux de glace de la formulation a base
aqueuse. Par conséquent, la formulation a base organique a montré des valeurs de la
résistance au transfert de masse de la vapeur de solvant (eau + TBA) plus faibles que celle
de la formulation a base aqueuse ce qui participe a I’augmentation des cinétiques de séchages
lorsque le TBA est utilis¢é comme co-solvant organique.

L’étude de caractérisation finale a mis en évidence que les deux formulations étudiées
menaient a des lyophilisats qui satisfont aux principaux critéres de qualité du lyophilisat sec
final a savoir réhydratabilité, humidité finale, collapse, etc. Un développement industriel de la
formulation a base organique apparait donc nettement plus avantageux que la formulation a base
aqueuse et semble donc tout a fait envisageable.

Dans la derniére partie du mémoire, nous avons modélisé sous Comsol 1’étape de
sublimation d’une formulation a base aqueuse et a base de co-solvant organique contenue
dans un flacon en verre de 4mL. Ce modele physique de sublimation était basé sur
I’hypothése d’une limitation de la sublimation par le transfert thermique. Il nous a permis
d’estimer et de visualiser ’avancement du front de sublimation en fonction du temps pour les
conditions opératoires Tger €t P. fixées et de prédire la durée de la sublimation. Les
cinétiques de sublimation obtenues par ce modele sont en parfait accord avec les résultats
expérimentaux obtenues dans les mémes conditions opératoires.
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Annexe 1

Tert-butanol 2-propanol
(TBA)
Formule brute C4H;0O Cs;HgO
Masse molaire 74,1216 60,095
(kg/kmol)
T° fusion 24-25 -88.5
°C)
T® ébullition 83°C 82,5
O
Masse volumique 800 785,05
(kg/m’)
Limites d’explosivité dans 2,4-8.0 -
I’air
(%ovol)
Modifiée (Eq 2.1) Originale

Equation de Kierchoff et
Riedel
T (K), P (Pa)

A=1723;B=-11590;

C=22,118;

P=exp(76.964+(-7623.8/T)+
(-7.4924*In(T))+
(5.9436E-18*(TA(6))

Données physico-chimiques et thermodynamiqes du TBA et du 2-propanol pur.
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Annexe 2

TBA TBA  Eutectique  Eutectique

B B

(liquide) (solide)  (liquide) (solide)

AH /R -5583,5 -6400,9  -5364,8 -6276,5
(K)

B 27,295 30,037 26,833 30,233
(Pa)
Plage de

Temperature  298-500 229-298  268-344 227-268
(K)

Coefficients expérimentaux de I’équation de Clausius-Clapeyron Eq.(2-9) du TBA pur et

du mélange eutectique B.
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Annexe 3

Eutectique A Eutectique A
(liquide) (solide)
AH /R -5942 -5745,9
(K)
B 28,58 27,909
(Pa)
Plage de
Température  264-321 233-264

X)

Coefficients expérimentaux de I’équation de Clausius-Clapeyron Eq.(2-9) du mélange

eutectique A.
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Annexe 4

-
-

[4

cristaux de glace &0

";( 3 ;“v

u

phase vitreuse o P A phase vitreuse
cryoconcentrée 4. cryoconcentrée

Microscopie en chambre froide : Formulation d’ibuproféne a base aqueuse ; vitesse de

congélation de 1°C/min

phase phase
cristalline cristalline

phase vitreuse phase vitreuse
cryoconcentrée cryoconcentrée

Microscopie en chambre froide : Formulation d’ibuproféne a base organique ; vitesse de

congélation 0,1°C/min.

phase

cristalline > phase
cristalline

phase vitreuse
phase vitreuse crvoconcentrée
cryvoconcentrée

Microscopie en chambre froide : Formulation d’ibuproféne a base organique ; vitesse de

congélation 1°C/min.
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Annexe 5

Programme Matlab pour la résolution de I’équation 3-4
prog eni

clear all
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o)
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o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
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0.000176625
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o
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-5745.9;

A

oe
oe
o
o
o
o
oe
o
oe

’

B=27.909

oe
oe
oe
oe
oe
oe
oe
oe
o

oe
oe
o
oe
o
o
oe
oe

kv=43.46;

oe
oe
o
o
o
o
oe
oe
oe

’

2e-4

av=

oe
o
oe
o
oe
oe
oe
oe
oe

’

ts=30+273.15

oe
o
o
o
o
o
oe
oe
oe

’

2.71eb

rp
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oe
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oe
oe
oe
oe
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o\°
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%Recherche solution

oe
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oe
oe
oe
oe
oe

’

273.15-45
x0=0.2;

sinitialisation
x0

[o)

oe
oe
oe
oe
oe
oe
oe
oe
oe

$nombre itération

si

o\°
o\°
o\°
o\°
o\°
o\°
o\°
o\°
o\

vecteur solution

°

[o)

oe
oe
oe
oe
oe
oe
oe
oe
oe

’

’
’

x0;

zeros (1,si+1)
zeros (1,si+1)
zeros (1,si+1)

savex (1)

Finit
savex

gs
ys

oo
oo
oo
oo
oo
oo
oo
oo
o
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x1;

’

9

’

:si
x0;

A/ (log (g/ (dhs*ap/rp) +pc) -B) ;

savex (i+1)

1
kv*av* (ts-x);
x0=x1

X:
gs (i+1)
x1

g
savex (end)-273.15

plot (savex-273.15)
disp('solution'")

for i
end



Annexe 6

100 100
995 b
m L -
og N
2 ;:-}:.'
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Teneur en eau finale, obtenue par ATG, des lyophilisats formulés a base aqueuse.
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Annexe 7

. 2
Géomeétrie Volume m’ Surface m
Sous-domaine

1 2,01-10°¢ 9,04-10™
2 3,01-10° 1,15-107
3 1,10-10° 6,85-10™

Caractéristiques géométriques du flacon en verre de 4mL
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RESUME en francais

L’objectif principal de ce travail était I’¢tude et I’optimisation du procédé de lyophilisation en milieu
aqueux et organique de I’ibuproféne. Une étude comparative approfondie a été réalisée a différents
stades de la fabrication de I’ibuproféne lyophilisé pour les deux formulations étudiées. Cette étude
comparative a été menée sur ’étape de formulation, sur le procédé de lyophilisation (congélation,
sublimation, désorption) et sur les propriétés finales du produit (humidité, réhydratabilité, aspect...).
On a observé, que l’utilisation comme solvant du mélange eutectique A, correspondant a une
composition de 20% en TBA + 80% en eau (% massique), permettait une forte augmentation de la
solubilit¢ de 1’ibuproféne et conduisait pour les mémes conditions opératoires (Tger €t P.), 2 une
augmentation des cinétiques de séchage d’un facteur 1,8, par rapport aux résultats observés avec la
formulation d’ibuproféne a base aqueuse. Par ailleurs, la détermination expérimentale des valeurs des
pressions de vapeur a I’équilibre solide-vapeur et de ’enthalpie de sublimation a été effectuée par
deux méthodes différentes: la méthode thermogravimétrique et la méthode statique. Ces
déterminations nous ont permis de conclure que 1’augmentation des cinétiques de sublimation résultait
essentiellement des valeurs plus élevées de la pression de vapeur a I’équilibre solide-vapeur et d’une
valeur plus faible de I’enthalpie de sublimation de 1’eutectique A par rapport a la glace. Ces données
thermodynamiques ont aussi été utilisées comme paramétres clefs pour la modélisation de 1’étape de
sublimation sous Comsol Multiphysics. In fine, I’optimisation des paramétres opératoires de I’étape de
sublimation par la méthodologie du Design Space a conduit a un lyophilisat final d’ibuproféne formulé
a base organique qui satisfait entiérement aux critéres standard de qualités recherchés (couleur, aspect,
résidus de solvants etc). Un développement industriel de la formulation a base de co-solvant organique
apparait plus avantageux qu’avec la formulation a base aqueuse.

TITRE en anglais: Freeze-drying of ibuprofen by using organic solvent.

RESUME en anglais

The main objective of this work was the study and the optimization of the freeze-drying process of
ibuprofen with aqueous and/or organic based formulations. A detailed comparative study was realized
at different steps of the ibuprofen freeze-drying process for both types of investigated formulations.
This comparative study was realized at the succesives stages of freezing, sublimation and desorption
and also concerned some properties of the final freeze-dried product (humidity, rehydratability,
aspect...). We observed that the use of eutectic A mixture, corresponding to 20 % TBA + 80 % water
(mass %) as co-solvent, allowed a strong increase of the solubility of ibuprofen and for the same
operating conditions (Tg.r and P.), led to an increase of drying kinetics values by a factor 1.8 by
comparison to aqueous based formulations of ibuprofen. Besides, the experimental determination of
equilibrium solid-vapour pressure and of sublimation enthaly values was carried out by using two
different methods: the thermogravimetic method and the static method.These determinations allowed
to conclude that the increase of sublimation kinetics resulted essentially from the higher equilibrium
solid-vapour pressure values and from the lower sublimation enthalpy value of eutectic A by
camparison to pure ice values. Next, these thermodynamical data were used as key parameters in the
modelling of the sublimation stage under Comsol Multiphysics. In fine, the overall optimization of the
operating parameters of sublimation stage was achieved by using the Design Space aproach. It proved
that the organic based formulation led to final freeze-died cakes which fulfilled largely the main
quality criteria (color, aspect, solvents residues, etc.). Thus, the development of an ibuprofen freeze-
drying process with organic based formulation seems more advantageous than an aqueous based
formulation process.
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